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Leptin, the product of the obese (ob) gene, is a 16-kDa adipocytokine hormone that is involved in the 
regulation of energetic balance and appetite. Initially, the expression and secretion of leptin was 
thought to be limited to adipose tissue but it is increasingly recognized that leptin also exerts a broad 
range of actions on peripheral organs, including the heart. Leptin receptor isoform a (Ob-Ra) and b 
(Ob-Rb) have been shown to be expressed in myocardium suggesting that leptin has specific cardiac 
effects.  
Obesity is related to high levels of leptin and clinical studies have found positive associations among 
hyperleptinemia, obesity and cardiac hypertrophy. These findings are consistent with experimental 
studies that have reported pro-hypertrophic effects of leptin in rat neonatal and human pediatric 
cardiomyocytes.  
Cardiac hypertrophy is regarded as an adaptive response of the heart to biomechanical, hemodynamic 
or neurohumoral stimuli, aiming to normalize wall stress and to maintain ventricular function. 
However, in the long term, cardiac hypertrophy predisposes individuals to heart failure (HF), 
myocardial infarction and sudden death. Several changes that occur in the hypertrophied heart, 
including fibrosis, dispersion of refractoriness and alteration in the expression and/or function of 
several cardiac ionic channels make the heart more prone to arrhythmias. It is well established that a 
reduction in the densities of repolarizing K+ currents and a prolongation of action potential duration 
(APD) are common features of the hypertrophied heart which have been linked to trigger arrhythmias. 
Indeed, the physiological cardiac hypertrophy that occurs with exercise training, shows normal cardiac 
structure and is not associated with electrical abnormalities. It is generally accepted that the activation 
of the phosphoinositide3-kinase (PI3K) /Akt pathway is involved in the development of physiological 
hypertrophy and it has been recently demonstrated, that enhanced cardiac PI3K signalling due to 
exercise, up-regulates repolarizing K+ channels and can contribute to reduce the arrhythmogenic 
electrical remodelling by normalizing K+ current densities and APD in a model of pathological 
hypertrophy. 
Leptin cardiac receptor stimulation is classically associated with janus kinase (JAK)/ signal transducer 
and activator of transcription (STAT) signalling, but also with the activation of the  PI3K-Akt and 
MAPK pathways which have been implicated in cardioprotection  and myocyte hypertrophy 
 
 
During the last years, increasing attention has been paid to understand the mechanisms involved in the 
effects of leptin on cardiac function and remodeling. However, up to date no information is available 
analyzing the pro-hypertrophic effect of leptin on adult ventricular myocytes,  the modulation of 
cardiac ionic channels by prolonged leptin treatment, or the effect of  non-hypertensives doses of leptin 
on cardiac function 
Therefore, with this background the main objectives of this Doctoral Thesis were: 
OBJECTIVES: 
1. To analyze the prohypertrophic effect of leptin in adult ventricular cardiomyocytes and the 
intracellular pathways involved in this effect. 
2. To analyze leptin effect in ion channel remodeling and the intracellular pathways involved 
in this effect. 
3. To determine leptin effects in cardiac function by studying the excitation-contraction 
coupling in adult ventricular myocytes. 
4. To analyze the pathways involved in leptin effects on cardiac contractility. 
METHODS: 
Isolation of adult ventricular cardiomyocytes and experimental design.: For the in vitro study 
adult male Wistar rats (250-300g) were heparinized (4 IU/g ip) and appropriated anesthetized 
(sodium pentobarbital, 50mg/kg, i.p.) with analgesia (buprenorfin, 0.05mg/kg, i.p). Adequacy 
of the anesthesia was determined by assessing loss of the pedal reflex. Ventricular myocytes 
were isolated by Langendorff perfusion using collagenase (251 IU/mL, Worthington type II). 
For each experiment, we employed adult ventricular cardiomyocytes (AVC) isolated from two 
rat hearts.  AVC were pooled and equally divided into four portions that were incubated for 
48h with vehicle, with 100ng/mL leptin, with Akt, ERK 1/2 or mTOR inhibitors or with the 
inhibitors plus leptin. 
 
 
For the in vivo model, ALZET™ osmotic pumps were implanted in 8 weeks C57Bl/6J mice. 
Pumps were filled with saline solution or with leptin 0.36 mg/kg/day. Mice were sacrificed 
after 3 weeks treatment.  
Measurement of cell surface area: The area of AVC (length x width) was measured (in µm2) 
using an inverted microscope (Olympus IMT-2) fitted with a gridded ocular lens, at x40 
magnification. The cell size was obtained by measuring the surface area of 20 randomly 
selected cells for each group.   
Electrophysiological studies: Electrophysiological experiments were performed at room 
temperature (24-26ºC) on AVC, using the whole-cell configuration of the patch-clamp 
technique.  
Confocal Ca2+ images: Intact myocytes were loaded with the fluorescence Ca2+ dye Fluo-3 
AM (6 µmol/L) for 30 min. Images were obtained with confocal microscopy (Leica SP5, 
objective w.i. 63x). To record [Ca2+]i transients, cells were excited at 2 Hz by field 
stimulation. SR Ca2+ load was estimated by caffeine application (10 mmol/L). 
RNA Extraction and Real-Time RT PCR: RNA was extracted from AVC using TRIzol 
reagent (Invitrogen), followed by chloroform extraction and isopropanol precipitation.  
Samples were stored at -80°C until RT-PCR was performed using the IQ-5 Bio-Rad Detection 
System, following the TaqMan RT Assay protocol. 
Western Blot: AVC were homogenized and centrifuged at 13,000 g for 15 min at 4°C. The 
supernatants were used for immunoblotting. Proteins were separated by SDS-PAGE 
transferred onto PVDF membranes, blocked, and incubated overnight with primary antibodies. 
Immunoprecipitation: Homogenates were incubated with monoclonal anti-eNOS and 
immunoprecipitated with protein A/G Sepharose. The immunoprecipitated protein was loaded 
and immunoblotted with acetylated lisines antibody to detect eNOS acetilations. 
ELISA: ELISA measurements were carried out following manufacturer specifications. 
 
 
Statical analisis: Data are presented as means±SE. Statistical significance was evaluated by 
Student’s t-test or one-way ANOVA followed by the Bonferroni multiple comparison tests. A 
value of P<0.05 was considered statistically significant. 
RESULTS: 
We first studied leptin treatment effect in cell size in our adult ventricular cardiomyocytes 
(AVC). 48h treatment with leptin 100 ng/ml induced an increase in cell size in a 
concentration-dependent manner. Moreover, leptin treatment for 48h induced an increase in 
the hypertrophic gene programme.  
To get an insigh into the mechanism responsible for this effect, we analyzed the intracellular 
pathways activated by leptin treatment. Leptin activated ERK 1/2, p38, STAT-3 and Akt 
pathways in AVC.  
As Akt and ERK1/2 have been related to cardiac hypertrophy, we inhibited these signaling 
pathways in our cells and then we incubated them with leptin. In the presence of Akt and 
ERK1/2 inhibitors leptin was unable to induce an increase in cell size. Moreover, when we 
inhibited the downstream target of Akt, mTOR, leptin did not have any prohypertrophic 
effects in cardiomyocytes. 
In the next group of experiments we analyzed leptin effect in ionic remodeling in AVC. Leptin 
treatment for 48 hours induced an increase in Kv4.2, Kv4.3 and KChIP2 mRNA and protein 
expression that was prevented with Akt inhibitor. Furthermore, leptin treatment induced an 
increase in Itof amplitude and density without modifying Itof activation or inactivation 
properties. This effect on Itof density was prevented when we pre-treated cells with Akt 
inhibitor triciribine.  
Finally, we analyzed leptin effect in cardiac function in vivo. For this group of experiments we 
treated C57Bl/6J mice with leptin 0.36 mg/kg/day for three weeks. After the treatment we did 
not observe any differences neither in mice weight nor in heart weight compared to animals 
 
 
treated with saline solution. Moreover, leptin receptor expression in the heart was not 
modified by the treatment. However, cardiac function was impared. To make an in depth 
analysis of the mechanism involved in this effect we used confocal microscopy to study 
excitation-contraction coupling. 
Leptin treatment for 3 weeks induced a reduction in calcium transient amplitude without 
modifying SR Ca2+ load. Cell shortening was also reduced. Furthermore, leptin induced a 
decrese in sparks amplitude. These changes in calcium handling were related to an increase in 
Na+/Ca2+ exchanger protein expression and in RyR phosphorylation in Ser2808. However, 
SERCA was not modified by the treatment. 
To analyze the possible mechanism involved in the negative inotropic effect induced by leptin 
we measured eNOS pathway activation. Leptin induced an increase in eNOS phosphorylation 
and a decrease in eNOS acetylation that was accompanied by an increase in SIRT-1 
expression.  
DISCUSSION AND CONCLUSIONS: 
The novel finding of this study is that leptin can induce hypertrophy in adult ventricular 
myocytes and also up-regulate K+ channels through Akt-pathway activation. In addition, our 
results also demonstrate that leptin induces heart failure in vivo. 
Our study is consistent with other reports which have proved that leptin induces cardiac 
hypertrophy in vitro. We have shown that 48h incubation with 100ng/mL leptin enhanced 
significantly the surface area and membrane capacitance of AVC. Moreover, cardiac 
hypertrophy has been associated with re-expression/upregulation of the fetal cardiomyocyte 
gene programme and down-regulation of K+ currents. Our results show an increase in β-
myosin heavy chain and in skeletal α actin without modifying ANP expression and are 
consistent with those reported in a model of physiological cardiac hypertrophy in transgenic 
mice expressing a cardiac-specific constitutively active form of PI3K.  
 
 
On the other hand, we have analyzed for the first time the influence of leptin on cardiac 
channels remodeling. It is well known that the alteration of K+ channels is a major cause of 
electrophysiological remodeling in pathological hypertrophy and it has been widely 
demonstrated that the 4-AP-sensitive transient outward potassium current (Itof) which plays an 
important role during the early phase of the rat cardiac AP, is down-regulated in many models 
of pathological hypertrophy contributing to the action potential prolongation associated with 
left ventricular hypertrophy (LVH) and HF. Interestingly, the results of the present study show 
that the gene and the protein expression of Kv4.2, Kv4.3 and KChIP2 the subunits encoding 
the 4-AP-sensitive Ito in the rat are up-regulated in the hypertrophied myocytes treated with 
leptin. This up-regulation results in increased Itof amplitudes and densities. A similar up-
regulation of K+ channels have been reported in a model of physiological hypertrophy induced 
by exercise training or by cardiac-specific expression of constitutively active form of PI3K.   
We have also found in the present study that leptin induced activation of Akt and ERK 1/2 
signaling pathways in AVC and pharmacological inhibition of these pathways prevents the 
leptin-induced cardiomyocyte hypertrophy. Activated Akt can phosphorylate several 
downstream targets including the mammalian target of rapamycin (mTOR) which by changes 
in gene transcription and translation promotes increased growth. Both mTOR and one of its 
key downstream targets, p70S6K kinase (S6K1) have been extensively studied for their effects 
during cardiac hypertrophy. In addition, our study has shown that p70S6K was activated by 
leptin in cardiomyocytes. Moreover, the mTOR inhibitor rapamycin prevented the leptin-
induced cardiomyocyte hypertrophy suggesting that PI3K(p110α)-Akt and mTOR/p70S6K  
pathways play an important role in the mechanism of leptin-induced hypertrophy in AVC.  
It has been recently demonstrated that enhanced cardiac PI3Kα signaling is involved in 
increasing K+ currents, normalizing ventricular repolarization and reducing arrhythmogenic 
electric remodeling in pathological hypertrophy. Severe obesity is related to high levels of 
leptin and is often associated with diabetes and/or hypertension providing a status of 
complicated obesity. In this scenario, the mechanism of leptin-induced up-regulation of K+ 
 
 
channels that we have shown in our experimental study might have a beneficial effect by 
protecting the pathologic heart from an excessive prolongation of action potential duration, 
reducing the increased risk of arrhythmias and sudden death in patients with complicated 
obesity. 
However, letpin cardiac specific effects in vivo should be taken into account. It is well known 
that leptin in vivo has both direct and indirect effect derived from leptin ability to increase 
blood preasure. Thus, to avoid the indirect effects of leptin we used for this study a non 
hypertensive dose of leptin. We have found that leptin in this dose is able to induce heart 
failure after 3 weeks of treatment and that it is mediated by changes in calcium handling 
related proteins.  
It has been demonstrated that cardiac hypertrophy and heart failure are frequently associated 
to an increase in Na+/Ca2+ exchanger expression which in hypertrophic hearts is accompanied 
by an increase in SERCA activity that does not occur during heart failure. Our results show an 
increase in NCX expression without changes in SERCA activity. These results are consistent 
with the impared cardiac function observed by echocardiography and the reduction in calcium 
transient amplitude and in the decay constant of calcium extrusion from the cytosol measured 
by confocal microscopy and also with the non altered SR Ca2+ load observed in our cells.  
In adition to that, changes in RyR phosphorylation have been related to heart failure. It has 
been described that during heart failure a hyperphosphorylation of RyR in PKA site of 
phosphorylation (Ser2808) occurs. An increase in RyR Ser2808 phosphorilation promotes 
subconductancy states in RyR that can lead to smaller sparks and transients. We have found 
that leptin is able to induce an increase in RyR phosphorylation in Ser2808 that is consistent 
with the reduction in sparks amplitude observed by confocal microscopy.  
Previous reports have associated the negative inotropic effect induce by leptin with eNOS 
activity. It is known that eNOS is activated by phosphorylation in Ser1177 and then by 
deacetylation in the calmodulin-binding domain. In this regard, SIRT-1 is a deacetylase 
 
 
involved in eNOS deacetylation and it has been demonstrated that leptin is able to increase 
SIRT-1 expression in the brain cortex. Our results show that leptin treatment is also able to 
activate eNOS phosphorylation in cardiomyocytes and also induce an increase in SIRT-1 
expression. Moreover, eNOS acelylation levels are reduced in cardiomyocytes from animals 
treated with leptin. So, we propose that leptin-induced negative inotropic effect may be 
mediated by an increase in NO levels due to an increase in eNOS activation by SIRT-1. 
Thus, the results presented in this Doctoral Thesis are, to our knowledge, the first to 
demonstrate that leptin induces a pro-hypertrophic effect in adult ventricular cardiomyocytes 
that is mediated by ERK 1/2 and PI3K/Akt/mTOR pathways. We also demonstrate, for the 
first time, that leptin is able to induce an ionic remodeling that affects Itof due to an increase in 
Kv4.2, Kv4.3 and KChIP2 mRNA and protein expression mediated by Akt pathway. And 
finally, we have demonstrated, for the first time, that leptin in a non-hypertensive dose induces 
heart failure in vivo that is accompanied by an increase in NCX expression and in RyR 
phosphorylation in Ser2808. Leptin also induces an increase in eNOS activity that may 






















Leptina, producto del gen de la obesidad (OB), es una adipocitoquina de 16 kDa implicada en la 
regulación del balance energético y del apetito. Inicialmente se pensó que la expresión y secreción de 
leptina se limitaba al tejido adiposo, pero actualmente se ha demostrado que leptina también ejerce un 
gran número de acciones en órganos periféricos, entre los que se incluye el corazón. Las isoformas Ob-
Ra y Ob-Rb del receptor de leptina se expresan en el miocardio, lo cual sugiere que leptina tiene 
efectos cardioespecíficos.  
La obesidad se relaciona con niveles de leptina elevados y en varios estudios clínicos se ha encontrado 
una asociación positiva entre la hiperleptinemia, la obesidad y la hipertrofia cardiaca. Estos hallazgos 
son consistentes con los estudios experimentales que han demostrado un efecto pro-hipertrófico de 
leptina en cardiomiocitos neonatales de rata y cardiomiocitos pediátricos humanos. 
La hipertrofia cardiaca se considera una respuesta adaptativa del corazón a estímulos biomecánicos, 
hemodinámicos o neurohumorales que tiene la finalidad de normalizar el estrés de la pared ventricular 
y mantener su función. Sin embargo, a largo plazo, la hipertrofia cardiaca predispone a los individuos a 
padecer insuficiencia cardiaca, infarto de miocardio y muerte súbita. Algunos cambios que ocurren en 
el corazón hipertrófico, incluyendo la fibrosis, la dispersión o refractariedad y la alteración en la 
expresión y/o función de varios canales iónicos hacen al corazón más propenso a la aparición arritmias. 
Además, una reducción en la densidad de las corrientes repolarizantes de potasio y una prolongación 
de la duración del potencial de acción (DPA) son algunas de las características que se observan con 
frecuencia en el corazón hipertrófico y que se han relacionado con la aparición de arritmias. De hecho, 
en la hipertrofia cardiaca fisiológica debida al ejercicio físico, se observa una estructura cardiaca 
normal y no se asocia con anomalías eléctricas. Generalmente se acepta que la activación de PI3K/Akt 
está relacionada con el desarrollo de hipertrofia fisiológica, y recientemente se ha demostrado que un 
incremento de la actividad de PI3K, debido al ejercicio, implica una regulación al alza de los canales 
de potasio que codifican para las corrientes implicadas en la repolarización y puede contribuir a reducir 
el remodelado eléctrico arritmogénico al normalizar las corrientes de potasio y la DPA en un modelo 
de hipertrofia patológica. 
 
 
La estimulación del receptor de leptina se asocia con la vía de JAK y la activación de factores de 
transcripción STAT, pero también con la activación de PI3K-Akt y MAPK, vías que se han implicado 
en cardioprotección e hipertrofia de los cardiomiocitos. 
En los últimos años, se ha dedicado un gran esfuerzo a intentar entender los mecanismos implicados en 
los efectos de leptina en la función y remodelado cardiacos. Sin embargo, hasta la fecha, no hay 
estudios que analicen los efectos pro-hipertróficos de leptina en miocitos ventriculares adultos, la 
modulación de los canales iónicos por un tratamiento prolongado con leptina, o el efecto de dosis no 
hipertensivas de leptina sobre la función cardiaca. 
Por lo tanto, con estos antecedentes, los principales objetivos de la presente tesis doctoral fueron: 
 OBJETIVOS: 
1. Analizar los efectos pro-hipertróficos de leptina en miocitos ventriculares adultos y las vías 
de señalización intracelular implicadas en estos efectos. 
2. Analizar los efectos de leptina en el remodelado iónico y las vías de señalización implicadas 
en este efecto.  
3. Determinar los efectos de leptina en la función cardiaca mediante el estudio del proceso de 
acoplamiento excitación-contracción en miocitos ventriculares adultos. 
 4. Analizar las vías de señalización implicadas en los efectos de leptina sobre la contractilidad 
cardiaca. 
 MÉTODOS: 
Aislamiento de cardiomiocitos ventriculares y diseño experimental.: Para el estudio in vitro se 
heparinizaron (4 UI/g ip) ratas Wistar macho (250-300g) y posteriormente se anestesiaron 
(pentobarbital sódico, 50 mg/kg ip) con analgesia (buprenorfina, 0.05 mg/kg ip). El efecto del 
anestésico se determinó mediante la comprobación de la pérdida del reflejo podal. Los 
miocitos ventriculares se aislaron por perfusión retrógrada en un sistema de Langendorff 
utilizando colagenasa tipo 2 (251 UI/mL, Worthington). 
 
 
Para cada experimento, se utilizaron los miocitos ventriculares adultos aislados del corazón de 
dos ratas Wistar. Los miocitos se almacenaron en solución de store y posteriormente se 
dividieron en 4 grupos que se incubaron  48h con el vehículo, con 100 ng/mL de leptina, con 
los inhibidores de Akt, ERK1/2 o mTOR o con los inhibidores más leptina.  
Para el estudio in vivo, se implantaron bombas osmóticas ALZET® en ratones de 8 semanas de 
la cepa C57Bl/6J. Las bombas se llenaron con solución salina o con leptina en una dosis de 
0.36 mg/kg/día. Los ratones se sacrificaron tras 3 semanas de tratamiento.  
Medición de la superficie celular: El área de los miocitos ventriculares (largo x ancho) se 
midió (en µm2) utilizando un microscopio invertido (Olympus IMT-2) al que se le acopló una 
lente graduada. El tamaño celular se obtuvo midiendo el área de 20 células seleccionadas al 
azar por cada grupo y experimento.  
Estudios electrofisiológicos: Los experimentos de electrofisiología se llevaron a cabo a 
temperatura ambiente (24-26ºC) en los miocitos ventriculares adultos usando la configuración 
de célula entera de la técnica de parche de membrana (patch clamp). 
Imágenes de Ca2+ por microscopía confocal: Los miocitos ventriculares se cargaron con un 
fluoróforo dependiente de Ca2+, el Fluo-3 AM (6 µmol/L) durante 30 minutos. Las imágenes 
se obtuvieron con un microscopio confocal (Leica SP5, objetivo 63x). Para grabar los 
transitorios de [Ca2+]i, las células se excitaron a 2 Hz por estimulación de campo. La carga de 
Ca2+ del retículo sarcoplásmico se estimó por aplicación de cafeína (10 mmol/L). 
Extracción de ARN y RT-PCR cuantitativa: El ARN se extrajo de los miocitos ventriculares 
usando TRIzol (Invitrogen), seguido por extracción con cloroformo y precipitación con 
isopropanol. Las muestras se guardaron at -80°C hasta que se realizó la RT usando el sistema 
de detección de Bio-Rad IQ-5, seguido de un protocolo de qPCR para sondas TaqMan. 
Western Blot: Los miocitos ventriculares se homogenizaron y centrifugaron a 13,000 g 
durante 15 minutos a 4°C. Los sobrenadantes se usaron para el inmunoblot. Las proteínas se 
 
 
separaron usando la técnica de SDS-PAGE y se transfirieron a una membrana de PVDF. 
Posteriormente se bloquearon, e incubaron toda la noche con los anticuerpos primarios. 
Inmunoprecipitación: Los homogenados se incubaron con un anticuerpo anti-eNOS 
monoclonal y se inmunoprecipitaron con proteína A/G Sefarosa. Las proteínas 
inmunoprecipitadas se cargaron y separaron para Western blot. Las membranas se incubaron 
con un anticuerpo anti-acetil-lisinas para detectar las acetilaciones de la eNOS. 
ELISA: El ELISA se llevó a cabo siguiendo las instrucciones del fabricante. 
Análisis estadístico: Los datos se muestran como media±SE. La significación estadística se 
evaluó mediante una t de Student o ANOVA de una vía seguida del test de comparación 
múltiple Bonferroni. Los valores de P<0.05 se consideraron estadísticamente significativos. 
RESULTADOS: 
En primer lugar estudiamos el efecto del tratamiento con leptina sobre el tamaño de los 
miocitos adultos. 48 horas de tratamiento con leptina indujeron un incremento en el tamaño 
celular de una forma dependiente de la concentración. Además, el tratamiento con leptina 
durante 48 horas indujo una activación del programa de genes hipertróficos.  
Para intentar elucidar los mecanismos responsables de este efecto, analizamos las vías de 
señalización activadas por el tratamiento con leptina. Leptina activó las vías de ERK1/2, p38, 
STAT-3 y Akt en los miocitos ventriculares.  
Puesto que Akt y ERK1/2 se han relacionado con la hipertrofia cardiaca, inhibimos estas vías 
de señalización en nuestras células y posteriormente las tratamos con leptina. En presencia de 
los inhibidores de Akt y ERK1/2 leptina no indujo incremento del tamaño celular. Además, 




En el siguiente grupo de experimentos analizamos los efectos de leptina sobre el remodelado 
eléctrico en los miocitos ventriculares adultos. El tratamiento con leptina durante 48 horas 
indujo un incremento de la expresión génica y proteica de Kv4.2, Kv4.3 y KChIP2 que se 
previno con el inhibidor de Akt. Además, el tratamiento con leptina indujo un incremento en 
la amplitud y densidad de la Itof sin modificar las propiedades de activación e inactivación de 
la corriente. Este efecto en la densidad de la Itof se previno cuando pre-tratamos las células con 
el inhibidor de Akt, triciribina.  
Finalmente, analizamos el efecto de leptina sobre la función cardiaca in vivo. Para este grupo 
de experimentos se trataron ratones de la cepa C57Bl/6J con leptina a una dosis de  0.36 
mg/kg/día durante 3 semanas. Tras el tratamiento no se observaron diferencias ni en el peso de 
los animales, ni en el peso del corazón en los animales tratados con leptina frente a los 
animales tratados con solución salina. Sin embargo, la función cardiaca se vio afectada por el 
tratamiento. Para analizar en profundidad los mecanismos implicados en este efecto usamos la 
microscopía confocal para estudiar el acoplamiento excitación-contracción.  
El tratamiento con leptina durante 3 semanas indujo una reducción en la amplitud de los 
transitorios de calcio sin modificar la carga del retículo. El acortamiento celular también se 
redujo en los animales tratados. Además, leptina indujo una reducción en la amplitud de los 
sparks. Estos cambios en la homeostasis del calcio se relacionaron con un incremento en la 
expresión proteica del intercambiador Na+/Ca2+ y en la fosforilación del receptor de rianodina 
en la serina 2808. Sin embargo, la actividad de la SERCA no se modificó por el tratamiento 
Para analizar el posible mecanismo implicado en el efecto inotrópico negativo de leptina 
medimos la activación de la vía de eNOS. Leptina indujo un incremento de la fosforilación y 
una disminución de la acetilación de eNOS que se acompañó de un incremento en la expresión 





DISCUSIÓN Y CONCLUSIONES: 
La novedad de este estudio es que leptina puede inducir hipertrofia en cardiomiocitos 
ventriculares adultos y, además, regular al alza la expresión de canales de potasio mediante un 
mecanismo dependiente de Akt. Además, nuestros resultados demuestran que leptina induce 
una insuficiencia cardiaca in vivo.  
Nuestro estudio es consistente con otros que previamente han probado que leptina induce 
hipertrofia cardiaca in vitro. Hemos demostrado que la incubación de las células con leptina 
durante 48 horas incrementa de forma significativa la superficie y la capacitancia de 
membrana de los miocitos ventriculares adultos. Además, la hipertrofia cardiaca se ha 
asociado con la re-expresión/regulación al alza del programa de genes fetales y con una 
disminución de corrientes de potasio. Nuestros resultados muestran un incremento de la 
cadena pesada de la β-miosina y de la α-actina esquelética, mientras que la expresión de ANP 
no se modifica. Estos datos son consistentes con los obtenidos por otros autores en un modelo 
de hipertrofia cardiaca fisiológica en ratones transgénicos que sobreexpresan PI3K en el 
corazón. 
Por otro lado, hemos analizado por primera vez la influencia de leptina en el remodelado 
iónico. Las alteraciones en los canales de potasio son una de las principales causas del 
remodelado electrofisiológico en la hipertrofia patológica y se ha demostrado que la Itof, que 
juega un papel fundamental en la fase temprana de repolarización del potencial de acción 
cardiaco en la rata,  se encuentra disminuida en la hipertrofia patológica. Esta disminución de 
la Itof contribuiría a la prolongación de la DPA asociada con la hipertrofia del ventrículo 
izquierdo y la insuficiencia cardiaca. Los resultados de la presente tesis doctoral muestran que 
la expresión génica y proteica de las subunidades Kv4.2, Kv4.3 y KChIP2, que codifican la 
Itof, se encuentran aumentadas tras el tratamiento con leptina. Este aumento resulta en un 
incremento de la amplitud y densidad de la Itof. En un modelo de sobre-expresión selectiva de 
PI3K en el corazón también se ha observado un incremento similar de canales de potasio.  
 
 
Además, hemos demostrado que leptina induce una activación de Akt y ERK1/2 en los 
miocitos adultos y que la inhibición farmacológica de estas vías previene la hipertrofia 
inducida por leptina. La Akt activada puede fosforilar varias dianas entre las que se encuentra 
mTOR, el cual mediante cambios transcripcionales promueve el crecimiento celular. Tanto 
mTOR como su diana P70S6K se han estudiado en relación con la hipertrofia cardiaca. 
Además, el inhibidor de mTOR previno la hipertrofia inducida por leptina, sugiriendo que 
PI3K/Akt y mTOR/P70S6K juegan un papel fundamental en la hipertrofia cardiaca inducia 
por leptina en miocitos adultos.  
Recientemente se ha demostrado que una actividad aumentada de PI3K se relaciona con un 
aumento de corrientes de potasio, normalización de la repolarización ventricular y reducción 
del remodelado arritmogénico en la hipertrofia patológica. La obesidad mórbida se relaciona 
con niveles elevados de leptina y se asocia frecuentemente con diabetes y/o hipertensión. En 
este escenario, el mecanismo por el que leptina induce una regulación al alza de canales de 
potasio como el observado en el presente estudio puede tener efectos beneficiosos al proteger 
el corazón patológico del riesgo incrementado de padecer arritmias y muerte súbita en 
pacientes con obesidad complicada con otras patologías. 
Sin embargo, hay que tener en cuenta también los efectos cardioespecíficos de leptina in vivo. 
Se sabe que leptina in vivo tiene efectos directos en el corazón pero también efectos derivados 
de su capacidad de activar el sistema simpático. Para evitar los efectos derivados de una 
posible activación simpática hemos empleado una dosis no hipertensiva de leptina. Nuestro 
estudio demuestra que, tras 3 semanas de tratamiento, leptina induce insuficiencia cardiaca 
debido, al menos en parte, a cambios en las proteínas relacionadas con la homeostasis del 
calcio.   
La hipertrofia cardiaca y la insuficiencia cardiaca se asocian con frecuencia con un incremento 
de la expresión del intercambiador Na+/Ca2+ que en la hipertrofia se acompaña con un 
incremento de la actividad de la SERCA pero que no ocurre en la insuficiencia. Nuestros 
resultados muestran un incremento en la expresión del intercambiador Na+/Ca2+ sin cambios 
 
 
en la actividad de la SERCA. Estos resultados son consistentes con la insuficiencia observada 
por ecocardiografía y la reducción de los transitorios de calcio, de la constante de caída de la 
extrusión de calcio y el mantenimiento de la carga del retículo medidos por microscopía 
confocal tras el tratamiento con leptina.  
Además, se han asociado con la insuficiencia cardiaca cambios en la fosforilación de la 
rianodina. Se ha descrito que en la insuficiencia se produce una hiperfosforilación de la 
rianodina en el sitio de la PKA (Ser2808). Un incremento en la fosforilación de la Ser2808 da 
lugar a estados de subconductancias en la rianodina que conducen a sparks y transitorios de 
calcio más pequeños. Nuestros datos muestran que leptina induce un incremento de la 
fosforilación de la rianodina en la Ser2808 que es consistente con la reducción de los sparks 
observada mediante microscopía confocal.  
Estudios previos han asociado el efecto inotrópico negativo inducido por leptina con actividad 
de la eNOS. Se sabe que la eNOS se activa por fosforilación de la Ser1177 y por 
desacetilación del dominio de unión a calmodulina. En este sentido, SIRT-1 es una 
desacetilasa implicada en la desacetilación de eNOS y se ha demostrado que leptina puede 
incrementar su expresión en la corteza cerebral. Nuestros resultados muestran que el 
tratamiento con leptina también induce un incremento de la fosforilación de eNOS y de la 
expresión de SIRT-1 en cardiomiocitos. Además, los niveles de acetilación de eNOS están 
reducidos en los miocitos procedentes de animales tratados con leptina. Por ello, proponemos 
que la leptina induce un efecto inotrópico negativo que puede estar mediado por un 
incremento de los niveles de NO debido al incremento de la actividad de eNOS inducido por 
SIRT-1. 
Así pues, los resultados presentados en la presente tesis doctoral demuestran por primera vez 
que leptina induce: 
• Un efecto pro-hipertrófico en miocitos ventriculares adultos que está mediado por 
ERK1/2 y PI3K/Akt/mTOR. 
 
 
• Un remodelado iónico que afecta a la Itof debido a un incremento de la expresión 
génica y proteica de Kv4.2, Kv4.3 y KChIP2 mediado por Akt.  
• Insuficiencia cardiaca in vivo que se acompaña de un incremento en la expresión del 
intercambiador Na+/Ca2+ y de la fosforilación de la rianodina en la Ser2808.  
• Un incremento de la actividad de eNOS mediado por desacetilasas que puede 
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1.  LEPTINA. 
1.1 ASPECTOS GENERALES 
La leptina es la principal hormona implicada en el control de la ingesta y el gasto energético. Su 
descubrimiento data del año 1953 cuando  Kennedy y sus colaboradores propusieron la existencia 
de  factores circulantes liberados por el tejido adiposo capaces de regular las reservas de grasa en el 
organismo [1]. Sin embargo, creían que estos factores eran metabolitos y no hormonas. Más tarde, 
Hervey en 1958 demostró la existencia de un factor circulante capaz de regular el metabolismo 
energético [2] pero no fue hasta 1973 cuando  Coleman se hizo eco de estos trabajos, aportando 
modelos animales que confirmaban la existencia de dicho factor [3], que en 1994 se identificó como 
una hormona que recibió el nombre de leptina [4].  
La leptina cuyo nombre deriva del griego leptos (delgado) es una proteína plasmática de 16 kDa, 
constituida por 147 aminoácidos en su estado maduro. El gen de la leptina o gen OB, que se 
encuentra en el cromosoma 7 en el humano y en el cromosoma 6 en el ratón y la rata [4] cuenta con 
tres exones y dos intrones, así como con una única región para la unión de factores de transcripción. 
Presenta una gran homología entre especies, siendo de un 84% la homología de la leptina humana 
con la del ratón y un 83% con la de la rata. Por su estructura terciaria, con cuatro hélices, se 
clasifica como una citoquina de clase I [5]. Su distribución a nivel subcelular es igual en ratas 
obesas y delgadas [6] observándose en el citosol, pero no en el núcleo celular.  
La leptina se denomina a menudo como la hormona del tejido adiposo y se considera como tal 
porque se sintetiza y se secreta al torrente sanguíneo desde una glándula endocrina, ejerce su efecto 
en un órgano distal y posee un ritmo circadiano y una secreción pulsátil. Se sintetiza principalmente 
en tejido adiposo blanco y en menor medida en otros tejidos como el tejido adiposo marrón, el 
hígado, el estómago, la placenta e incluso en el tejido miocárdico [7, 8]. En el torrente sanguíneo se 
encuentra  libre o unida a proteínas plasmáticas que modulan su metabolismo, biodisponibilidad y 
la respuesta del tejido diana a la unión de leptina con su receptor. Sus niveles plasmáticos oscilan 
entre 5-15 ng/ml en individuos con normopeso y más de 100 ng/ml en individuos obesos, en los que 
a diferencia de lo que ocurre en los individuos normopeso, los niveles de leptina libres son más 
elevados que los niveles de leptina unida a proteínas [9]. Puesto que en sujetos normopeso 




la forma libre, se ha sugerido que la forma biológicamente activa es la forma libre [9]. Su secreción 
está influida por diferentes factores: la edad, las dietas grasas, la insulina o los glucocorticoides 
aumentan la secreción de leptina, mientras que el ayuno, el ejercicio físico, el calor o la 
estimulación adrenérgica la disminuyen [9-12].  
 
 
Figura 1. Factores moduladores de la secreción de leptina 
 
1.2 RECEPTOR DE LEPTINA 
El receptor de leptina (Ob-R) fue identificado en 1995 como una proteína de membrana similar a 
los receptores de citoquinas de clase I puesto que necesita la unión a proteínas de la familia Jak para 
ejercer su función por no tener una actividad quinasa per se [13]. Hasta la fecha, se han identificado 
6 isoformas del receptor de leptina (Ob-Ra, Ob-Rb, Ob-Rc, Ob-Rd, Ob-Re y Ob-Rf). Todas ellas 
constan de un dominio extracelular, el cual contiene el sitio de unión de leptina, un dominio 
transmembrana, común a todos ellos excepto a la isoforma soluble, que constituye el sitio de anclaje 
del receptor a la membrana celular, y un dominio intracelular, que es el que difiere entre las 
distintas isoformas y que permite clasificarlas en cortas (Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd y Ob-Rf), larga 






Figura 2. Isoformas del receptor de Leptina. (Modificado de Marroquí et al. 2012) 
 
La isoforma soluble del receptor (Ob-Re) es la más corta, carece de las regiones transmembrana y 
citosólica y circula en el torrente sanguíneo donde suele encontrarse unida a leptina en forma libre 
[14]. De esta forma actúa como tampón y regulador de los niveles de leptina libre circulantes [15, 
16]. 
La isoforma larga, Ob-Rb, es la única que contiene todos los elementos necesarios para poner en 
funcionamiento todos los mecanismos de señalización intracelular activados por leptina, tiene la 
región citoplasmática más larga y contiene las regiones BOX-1 y BOX-2, por lo que se considera la 
isoforma funcional del receptor [17]. Alteraciones en la expresión de la isoforma larga del receptor 
de leptina se asocian con la obesidad, resistencia a la insulina e insuficiencia cardiaca [18-20]. 
Las isoformas cortas se distinguen entre sí en función de la longitud de su región citoplasmática, el 
Ob-Ra cuenta con 34 aminoácidos en su región citoplasmática, mientras que Ob-Rc contiene 32 y 
Ob-Rd contiene 40 y solamente contienen la región BOX-1. Las isoformas cortas del receptor son 
capaces de reclutar proteínas Jaks [21] y están relacionadas con la internalización y degradación de 
leptina [22, 23] así como con el transporte de leptina a través de la barrera hematoencefálica y del 














Figura 3. Receptor de leptina OB-Rb. (Modificado de Bernotiene et al. 2006) 
 
El receptor de leptina se ha detectado en diferentes tejidos como el hipotálamo, y otras regiones del 
Sistema Nervioso Central [24], el bazo, el riñón, el tejido adiposo, el hígado, el músculo esquelético 
[25-27] y en el miocardio, donde se ha detectado la expresión de las isoformas Ob-Ra y Ob-Rb, 
sugiriéndose un efecto directo de leptina en el corazón [7].  
Los receptores de leptina, igual que todos los receptores de la familia de las citoquinas se 
internalizan cuando se unen a su ligando a través de unas vesículas cubiertas de clatrina, donde el 














1.3 REGULACIÓN DE LA SECRECIÓN DE LEPTINA 
La secreción de leptina se estimula tras la ingesta de alimentos y disminuye durante el ayuno. Entre 
los reguladores positivos de la secreción de leptina más importantes se encuentran la insulina, los 
glucocorticoides y los estrógenos, mientras que los principales reguladores negativos de la síntesis 
de leptina son los andrógenos, los ácidos grasos de cadena larga y las catecolaminas a través de 
receptores β3 adrenérgicos [29-32].  
Entre los reguladores positivos de la síntesis y secreción de leptina, el más importante es la insulina 
[33]. La insulina, es capaz de aumentar la síntesis y secreción de leptina en el tejido adiposo blanco 
mediante la estimulación de su transporte desde el retículo sarcoplásmico al exterior celular [34]. 
Esta hiperleptinemia inducida por la insulina favorece, a su vez, la utilización de glucosa y mejora 
la sensibilidad de distintos tejidos a la insulina, por lo que leptina ha sido considerada una hormona 
antidiabética [35].  
La síntesis de leptina puede ser estimulada por otras vías. La activación de Akt, a su vez puede 
conducir a un incremento de unas 20 veces en la producción y secreción de leptina mediante 
mecanismos no transcripcionales [36].  
Por el contrario, los agonistas β3 adrenérgicos, inhiben la producción de leptina en el tejido adiposo 
blanco y marrón [37]. El Sistema Nervioso Simpático, a través de los receptores β adrenérgicos, 
ejercen el control mayoritario de la síntesis de leptina en el tejido adiposo. Las catecolaminas, a 
través del receptor β3, inhiben la síntesis de leptina e incrementan la lipolisis en el tejido adiposo 
blanco y la producción de calor en el marrón. La leptina secretada, a su vez, produce una activación 
del Sistema Nervioso Simpático, estableciéndose así un sistema de regulación de la síntesis de 
leptina [37].  
1.4 EFECTOS DE LA LEPTINA 
La principal función de la leptina es el control de la ingesta y el gasto energético, para lo cual ejerce 






1.4.1 EFECTOS CENTRALES DE LA LEPTINA 
A nivel central, leptina actúa de forma directa sobre el núcleo paraventricular disminuyendo la 
expresión de péptidos orexigénicos como el neuropéptido Y (NPY) y AgRP (agouti related protein) 
y aumentando la expresión de péptidos anorexigénicos como el transcrito regulado por cocaína y 
anfetamina (CART) y la proopiomelanocortina (POMC) [38, 39]. Además, de una forma indirecta, 
leptina es capaz de aumentar la actividad simpática, dando lugar a un aumento de la lipolisis, la 
termogénesis y el gasto energético [40, 41]. 
La leptina, asimismo, es capaz de producir un incremento del malonil CoEnzima A (malonil CoA) 
en el hipotálamo. El malonil CoA, es otro sustrato relacionado con el control de la ingesta. Un 
incremento de la síntesis de malonil CoA hipotalámico es capaz de modular la expresión de 
péptidos orexigénicos y anorexigénicos para reducir la ingesta [42]. Además, un incremento del 
malonil-CoA en el hipotálamo también se asocia con una mayor β-oxidación de ácidos grasos en 
tejidos periféricos. De esta forma, leptina, a través de la estimulación de la expresión del malonil-
CoA, es capaz de producir un control de la ingesta y un aumento del gasto energético a nivel 
periférico [43]. 
1.4.2 EFECTOS PERIFÉRICOS DE LA LEPTINA 
A nivel periférico, leptina también es capaz de promover un incremento del gasto energético. En 
células pancreáticas [44], en adipocitos y en hepatocitos [45], leptina aumenta la β-oxidación y 
disminuye la esterificación de ácidos grasos. En el tejido adiposo, se ha observado que es capaz de 
estimular la lipolisis en ratones deficientes en leptina (ob/ob). Sin embargo, en ratones con una 
depleción en el receptor de leptina (db/db), la leptina es incapaz de causar el mismo efecto [46], lo 
cual demuestra que este efecto se debe a la unión de la leptina a su receptor. 
En el músculo esquelético, leptina también es capaz de inducir un incremento en la oxidación de 
ácidos grasos a través de un mecanismo que implica la activación de la AMPK mediante la 
fosforilación de su subunidad catalítica α2 [41]. A este nivel, leptina también mejora la respuesta a 
insulina al disminuir la acumulación de triglicéridos [47]. 
En el corazón, leptina también favorece la β-oxidación, sin embargo, en este caso a través de 




reducción de la actividad de la piruvato deshidrogenasa (PDH), que conduce a una disminución de 
la oxidación del piruvato [50] y de esta forma a un aumento de la β-oxidación. 
1.4.3 EFECTOS DE LEPTINA EN EL SISTEMA CARDIOVASCULAR 
1.4.3.1 EFECTOS VASCULARES DE LEPTINA  
1.4.3.1.1 EFECTOS HIPERTENSIVOS 
La obesidad se relaciona con un mayor riesgo de hipertensión y existe una fuerte correlación 
positiva entre la presión arterial y los niveles circulantes de leptina [51]. Una explicación posible 
para esta correlación es que la resistencia a leptina que se produce en la obesidad es selectiva a la 
regulación hipotalámica del control de la ingesta y no afecta a la capacidad de leptina para activar el 
sistema simpático a nivel central. Esta activación simpática tendría como consecuencias efectos a 
nivel periférico tales como un aumento de la actividad del sistema presor y una disminución renal 
de la natriuresis, que pueden contribuir a la hipertensión [52]. 
1.4.3.1.2  EFECTOS ATEROSCLERÓTICOS 
La leptina puede incrementar y acelerar la aterosclerosis a través de varios mecanismos, incluyendo 
la estimulación del reclutamiento de monocitos en la capa íntima, la transformación de macrófagos, 
la proliferación de células del músculo liso vascular y la secreción de citoquinas proaterogénicas 
[53]. Asimismo, produce de forma directa un aumento de la aterosclerosis en modelos de ratones 
K.O para la apolipoproteína E y, además, los receptores de leptina se encuentran aumentados en las 
zona de lesión aterosclerótica. Por otro lado, varios modelos de ratones ob/ob muestran resistencia 
al desarrollo de aterosclerosis [53].  
Pero como ocurre con otros efectos cardiovasculares de leptina, los datos publicados hasta la fecha 
sugieren que leptina también puede tener un efecto protector frente a la aterosclerosis. Por ejemplo, 
en ratones K.O para el receptor de LDL, la ausencia de leptina (ob/ob) produce un mayor grado de 







1.4.3.1.3 EFECTOS SOBRE LA DISFUNCIÓN ENDOTELIAL 
La disfunción endotelial se ha descrito como un precursor de la enfermedad aterosclerótica. Aunque 
existen numerosos estudios que indican que leptina puede mediar este proceso, hay que señalar que 
la disfunción endotelial inducida por leptina ocurre frecuentemente cuando se utilizan 
concentraciones muy por encima de las concentraciones fisiológicas de esta citoquina. Sin embargo, 
también cabe destacar que leptina puede causar un desajuste en el balance NO/ONOO- 
característico de la disfunción endotelial [55].  
1.4.3.1.4 EFECTOS SOBRE LA FORMACIÓN DE TROMBOS 
La formación de un trombo es la causa principal de eventos coronarios agudos, en particular en 
individuos obesos [56]. Varios estudios han demostrado que leptina puede incrementar la 
agregación plaquetaria de forma dosis-dependiente, de forma que solo niveles altos de leptina son 
pro-trombóticos [57]. De hecho, las plaquetas de los pacientes obesos son más sensibles a leptina y 
presentan incrementada la agregación inducida por adenosindifosfato (ADP) en comparación con 
los pacientes delgados [58]. 
También se han encontrado evidencias del efecto pro-trombótico de leptina en modelos animales, 
por ejemplo, en los ratones ob/ob se observan niveles más bajos de formación de trombos, que 







Figura 5. Efectos vasculares de leptina. (Modificado de Sweeney G, 2010) 
 
1.4.3.2 EFECTOS CARDIACOS DE LEPTINA  
1.4.3.2.1 EFECTOS DE LEPTINA EN EL METABOLISMO CARDIACO  
La leptina es capaz de modular el metabolismo cardiaco, fundamentalmente a tres niveles: 
aumentando la oxidación de ácidos grasos, modulando la captación de glucosa y ejerciendo efectos 





Leptina y oxidación de ácidos grasos 
La β-oxidación de ácidos grasos es la principal fuente de energía del corazón sano, constituyendo 
aproximadamente un 70% de la generación de ATP en condiciones de normoxia. Actualmente, 
existen evidencias de que leptina puede modular el metabolismo de los ácidos grasos en el corazón, 
sin embargo, existe discrepancia acerca de la naturaleza de esos efectos. En células HL-1 de ratón, 
el tratamiento con leptina durante una hora aumenta de forma significativa la β-oxidación de ácidos 
grasos, mientras que el tratamiento con leptina durante 24 horas disminuye la oxidación de los 
mismos conduciendo a un posible aumento de la acumulación de lípidos intracelulares y a su vez 
pudiendo resultar en un potencial aumento de la lipotoxicidad cardiaca [48]. El curso temporal de 
los efectos de leptina en las células HL-1, así como el análisis del curso temporal de la actividad de 
la AMPK, sugieren una implicación de la misma en este efecto de leptina a nivel miocárdico.  Sin 
embargo, en un estudio realizado en corazón de rata ex vivo, se ha demostrado que el incremento en 
la oxidación de ácidos grasos inducido por leptina es independiente de AMPK [49]. Este 
incremento en la oxidación de ácidos grasos, se asocia con una disminución en la eficiencia 
cardiaca y un aumento del consumo miocárdico de oxígeno. 
Leptina y captación de glucosa 
En el miocardio sano, los hidratos de carbono como la glucosa, se convierten en el principal sustrato 
para la obtención de energía durante periodos anaeróbicos o de estrés metabólico. Existen 
numerosos estudios que demuestran la importancia de leptina en la regulación de la homeostasis de 
la glucosa en diferentes tipos celulares [41, 61-63], sin embargo, no está claro si leptina es capaz de 
afectar la captación de hidratos de carbono. Se ha observado que leptina es capaz de estimular la 
captación de glucosa en corazones aislados de rata, perfundidos mediante un sistema de 
Langendorff [63], sin embargo, el tratamiento con leptina no produce ningún efecto en la captación 
de glucosa en células HL-1 ni en condiciones basales, ni en células estimuladas con insulina [48]. 
Leptina como agente antilipotóxico y cardioprotector 
La lipotoxicidad cardiaca ocurre cuando la captación de ácidos grasos excede la capacidad 
oxidativa del miocardio [64]. La acumulación de lípidos en el músculo cardiaco, puede tener 




con diabetes mellitus [65], fallos en la función contráctil del corazón [66], apoptosis y alteraciones 
en la señalización celular y la función de la membrana celular [67]. 
Estudios recientes han demostrado que leptina puede ejercer efectos beneficiosos a nivel miocárdico 
limitando la lipotoxicidad. Por ejemplo, leptina puede regular la lipotoxicidad en tejidos periféricos 
[68-70] incluyendo el corazón [71]. En ratones alimentados con una dieta grasa, se ha observado 
que las concentraciones plasmáticas de leptina aumentan a las 24 horas de la administración de la 
dieta y que dicho aumento de leptina se asocia con una acumulación mínima de lípidos en el 
corazón, sugiriendo este dato un efecto beneficioso de leptina [68]. Además, modelos de ratones 
deficientes en leptina muestran una regulación deficiente del metabolismo lipídico en órganos 
periféricos. En ratones con una deficiencia de la secreción de leptina (ob/ob), o con una mutación 
del receptor db/db o fa/fa, se han observado depósitos ectópicos de lípidos en tejidos no adiposos, 
que conducen a una disfunción celular [66, 70, 72]. Además, en ratas Zucker obesas y diabéticas, se 
ha observado una disfunción contráctil en el miocardio debida a un aumento de la captación de 
ácidos grasos y una disminución de la oxidación de los mismos [72]. También se ha observado una 
alteración contráctil debida a lipotoxicidad en ratones ob/ob [66]. 
Sin embargo, aunque la mayoría de estudios realizados hasta la fecha sugieren que leptina tiene un 
efecto antilipotóxico, existen otros estudios que muestran que el tratamiento crónico con leptina 
aumenta la captación de ácidos grasos, disminuye la oxidación y conduce a lipotoxicidad en células 
HL-1 [48]. 
1.4.3.2.2 EFECTOS DE LEPTINA EN LA APOPTOSIS CELULAR  
La apoptosis de los cardiomiocitos juega un papel crucial en el desarrollo de enfermedades 
cardiovasculares, especialmente en la transición de un remodelado cardiaco compensatorio a la 
insuficiencia cardiaca [73]. Existen evidencias de que se produce muerte de los cardiomiocitos 
mediante la activación de las rutas de apoptosis en biopsias endomiocárdicas de pacientes con 
cardiomiopatía dilatada o isquémica en estadios finales de la insuficiencia cardiaca [74, 75]. 
Además los cardiomiocitos aislados de corazones de pacientes con insuficiencia cardiaca presentan 




En estas situaciones, leptina puede proteger a los cardiomiocitos de la apoptosis inducida por 
hipoxia-reoxigenación o por H2O2 [77, 78], así como de la apoptosis inducida por isquemia crónica 
in vivo [79]. 
Por otro lado, existen cada vez más evidencias de que la apoptosis es un factor importante en la 
disfunción miocárdica y mortalidad temprana que se produce en los ratones deficientes en leptina o 
en su receptor [80, 81]. Además, la administración de leptina parece reducir el área de infarto tras la 
isquemia-reperfusión ex vivo [82] y a través de la vía de Akt y ERK1/2, leptina también disminuye 
el tamaño del infarto en corazones aislados de ratas control sometidas a isquemia-reperfusión, pero 
no en ratas Zucker deficientes en el receptor de leptina [20].  
En conjunto, estos datos sugieren que leptina tiene efectos antiapoptóticos en el tejido miocárdico 
 
1.4.3.2.3 EFECTOS PRO-HIPERTRÓFICOS DE LEPTINA 
La hipertrofia es una de las primeras respuestas del corazón a una sobrecarga e inicialmente es un 
mecanismo compensatorio [83, 84]. El ejemplo clásico de este tipo de hipertrofia compensada es el 
que aparece en atletas de alto nivel [85, 86]. Sin embargo, cuando se produce una sobrecarga 
crónica, la hipertrofia se convierte en maladaptativa y contribuye a la progresión hasta insuficiencia 
cardiaca [83, 84]. 
Varios estudios han sugerido que leptina de forma directa puede inducir hipertrofia en 
cardiomiocitos pediátricos humanos y neonatales de roedores [87-96]. Consecuentemente, se han 
propuesto varios mecanismos capaces de mediar la hipertrofia inducida por leptina en 
cardiomiocitos neonatales de rata a través de las vías de angiotensina y endotelina, de especies 
reactivas de oxígeno, de los receptores PPARα o de la vía de Akt y mTOR entre otros [93, 97]. 
En consonancia con estos datos, un aumento de los niveles circulantes de leptina debidos a una 
obesidad inducida por la dieta en ratones C57BL/6J se correlacionan con un menor acortamiento del 
ventrículo y un engrosamiento de la pared posterior del ventrículo izquierdo al final de la diástole 
[98]. 
Sin embargo, existen también estudios que señalan que leptina podría tener efectos anti-
hipertróficos ya que una infusión de leptina a ratones ob/ob (deficientes en leptina) que presentan 
hipertrofia del ventrículo izquierdo, es capaz de disminuir el engrosamiento de la pared posterior 




Para complicar aún más el escenario, en un estudio en ratones ob/ob sometidos a constricción 
aórtica se ha observado que los ratones ob/ob, a diferencia de los controles, presentan una menor 
activación de factores de transcripción nuclear como el NFATc4 y de otros factores relacionados 
con la hipertrofia como el ANF, a pesar de que muestran mayor grado de hipertrofia que los ratones 
controles [100].  En conjunto, todos estos datos sugieren que la regulación de la hipertrofia cardiaca 




Tabla 1. Resumen de los estudios que demuestran un efecto pro-hipertrófico de leptina 
 
 
1.4.3.2.4 EFECTOS DE LEPTINA EN LA MATRIZ EXTRACELULAR 
Los principales componentes de la matriz extracelular cardiaca se suelen describir como 
estructurales (por ejemplo el colágeno y las fibras elásticas) y adhesivos (como la fibronectina y la 
laminina). Alteraciones en la composición y estructura de la matriz extracelular tienen como 
consecuencia cambios en el tamaño del corazón y en su estructura y función [101]. Los efectos de 




relativamente inexplorados. Hasta la fecha, solo unos pocos estudios han dado evidencia de que 
leptina puede influir en el remodelado de la matriz [101]. 
Tanto los cardiofibroblastos como los cardiomiocitos contribuyen de manera sustancial, pero  
diferente, en la síntesis de la matriz extracelular y en su regulación. En cardiomiocitos ventriculares 
pediátricos humanos, leptina incrementa el procolágeno tipo III y tipo IV y disminuye el 
procolágeno tipo I, pero no modifica la síntesis total del colágeno [87]. 
En cardiomiocitos neonatales de rata, la exposición a leptina produce un incremento de los niveles 
de procolágeno tipo I intracelulares y secretados al exterior celular, mientras que se disminuyen los 
niveles de procolágeno tipo III [102]. Por otro lado, se ha descrito que en los corazones de ratones 
ob/ob y ratas Zucker, se produce un incremento de la fibrosis [103-105]. Además, se ha demostrado 
que leptina puede estimular de manera directa la expresión y actividad de la MMP2 en 
miofibroblastos cardiacos neonatales de rata [87] y que este efecto está mediado en parte por la vía 
de señalización de la MAPK p38. 
1.4.3.2.5 EFECTOS PRO-INFLAMATORIOS DE LEPTINA  
Las consecuencias de la inflamación en el sistema cardiovascular están bien establecidas y 
numerosos estudios han correlacionado niveles elevados de citoquinas pro-inflamatorias con un 
pronóstico adverso a nivel cardiovascular. En particular, los factores inflamatorios producidos por 
las células del miocardio (cardiomiocitos, células endoteliales, fibroblastos y células de músculo 
liso) y por los leucocitos, plaquetas y macrófagos infiltrados pueden tener un efecto importante en 
la estructura y función del miocardio, así como una inflamación sistémica puede influir en la 
función vascular [106-108]. 
La leptina es un mediador de la inflamación e incluso se ha propuesto que puede interaccionar con 
la proteína C reactiva, aunque la explicación de este fenómeno aún es materia de controversia. 
Además, los receptores Toll like parecen tener un papel fundamental en la regulación de la 






Figura 6. Efectos cardiacos de leptina. (Modificado de Sweeney G, 2010) 
 
 
1.5 VÍAS DE SEÑALIZACIÓN ACTIVADAS POR LEPTINA 
El receptor de  leptina, igual que los receptores de citoquinas de clase I, ejerce sus efectos a través 
de una tirosina quinasa de la familia de Jak. La unión de leptina con su receptor activa Jak quinasas 
que median numerosos efectos, entre ellos la activación de factores de transcripción como STAT3 
[110-112]. Pero además, el receptor de leptina puede activar otras vías de señalización. 
1.5.1 VÍA DE Jak/STAT 
Debido a la homología del receptor de leptina con otros receptores de la familia de las citoquinas de 
clase I, se ha sugerido que podría activar vías de señalización similares a estos receptores, como la 




La vía de Jak/STAT comprende una familia de 4 tirosina quinasas (Jaks) y 7 factores de 
transcripción de entre 85 y 95 kDa (STAT) que se regulan mediante la fosforilación de residuos 
específicos de serina y tirosina.  
Con frecuencia, la cascada de Jak/STAT se activa por interferones, interleuquinas u otras citoquinas 
cuyos receptores no tienen actividad quinasa intrínseca. Los receptores de citoquinas contienen una 
región rica en prolinas conocida como BOX1 que es necesaria para la interacción con Jak y su 
activación [115, 116]. Además, otras secuencias menos conservadas, conocidas como BOX2, 
también juegan un papel en las interacciones de Jak y en la selectividad por una isoforma 
determinada. De los cuatro miembros conocidos de la familia de Jak, Jak1, Jak2 y TYK2 (de sus 
siglas en inglés tyrosine kinase 2) se expresan de forma ubicua, mientras que Jak3 solo se encuentra 
en células del sistema inmune hematopoyético [115]. 
El receptor de leptina OB no tiene un dominio tirosina quinasa intrínseco, y por este motivo se une 
a quinasas citoplasmáticas, principalmente Jak2 [117]. Las regiones BOX1 y BOX2 reclutan y se 
unen a Jak [21, 118]. Sin embargo, en la señalización por leptina, se ha observado que solo la región 
BOX1 y los aminoácidos de alrededor son esenciales para la activación de Jak [119, 120]. 
El dominio intracelular de todas las isoformas del receptor de leptina contienen en la 
yuxtamembrana la región BOX1, el lugar de unión de Jak. Sin embargo, solo el OB-Rb contiene 
también la región BOX2, el lugar de unión de STAT. Inicialmente solo el receptor OB-Rb se 
consideró la isoforma con capacidad de señalización pero las isoformas cortas también han 
mostrado capacidades de señalización divergentes [24, 121-124].  
Como se ha descrito previamente, el dominio intracelular del receptor de leptina únicamente activa 
a Jak2, pero no a Jak1 o TYK2 [121]. Puesto que el receptor OB-Rb no tiene una actividad 
enzimática intrínseca, señaliza a través de la activación de Jak2, a la que se encuentra unido de 
forma no covalente y que se autofosforila en varios residuos de tirosina de forma simultánea a la 
vez que fosforila residuos tirosina en el receptor OB funcional. 
Las proteínas Jak2 se asocian con secuencias próximas a la membrana del dominio intracelular del 
receptor, que se fosforila al unirse a su ligando. El dominio intracelular fosforilado se une a 































Se ha descrito que la unión de leptina a su receptor resulta en la activación de STAT3, STAT5 y 
STAT6, pero no STAT1, STAT2 o STAT4 [28]. A nivel cardiaco, la activación de la vía de STAT-
3 se ha relacionado con la hipertrofia inducida por leptina en cardiomiocitos neonatales de rata [96] 
y con los efectos cardioprotectores de leptina frente al daño por isquemia y reperfusión a través de 
mecanismos que implican una disminución de la apoptosis [125] y una disminución de la 
permeabilidad mitocondrial [126]. 
1.5.2 VÍA DE LAS MAPK 
La familia de las MAPK (Proteína quinasas activadas por mitógenos) forman parte de la cascada de 








Figura 8. Activación de ERK1/2, p38 y JNK inducida por la unión de leptina a su receptor. (Modificado de 
Frühbeck G et al. 2006) 
 
Las MAPK pueden activarse tanto por el receptor de leptina OB-Ra como OB-Rb [119, 127], pero 
la parte distal del receptor largo es necesaria para alcanzar la actividad máxima. La leptina puede 
activar la cascada de las MAPK a través de dos vías distintas, bien mediante la fosforilación en una 
tirosina de la región Jak2 asociada al receptor o bien de forma independiente de la fosforilación de 
Jak2 [17, 128]. En cualquiera de los dos casos, la señalización requiere un dominio catalítico intacto 
SHP-2 (tirosina fosfatasa) puesto que la ausencia de esta fosfatasa impide la correcta fosforilación 
de ERK por leptina [129]. 
1.5.2.1VÍA DE ERK1/2 
Aunque las moléculas implicadas en la señalización por leptina no han sido del todo elucidadas, se 
sabe que la activación de MEK (MAPK/ERK quinasas) conduce a la fosforilación de ERK que 
finalmente conduce a la expresión de sus genes diana como c-fos y egr-1 que participan en la 




La activación de la señalización por ERK inducida por leptina se ha observado tanto in vivo como 
in vitro, y a nivel central y periférico. A nivel cardiaco, la activación de ERK1/2 por leptina se ha 
relacionado los efectos cardioprotectores de leptina frente al daño por isquemia y reperfusión [82].  
1.5.2.2 VÍA DE P38 
Un gran número de estímulos, incluyendo el estrés osmótico, el shock térmico y algunas citoquinas, 
entre otros, puede activar otro miembro de la familia de las MAPK, la proteína p38 [28]. Entre estos 
estímulos se encuentra leptina. A nivel cardiaco, p38 se ha relacionado con una estimulación de la 
oxidación de ácidos grasos [130] y con la regulación de la síntesis y degradación de la matriz 
extracelular [131]. Asimismo, en células de músculo liso vascular, leptina induce hipertrofia a 
través de la vía de p38 [132]. 
1.5.3 VÍA DE PI3K/Akt/mTOR 
La actividad de la PI3K se regula por un amplio espectro de ligandos, en particular por factores de 
crecimiento y hormonas como la insulina [133]. La PI3K se activa cuando se une por su subunidad 
reguladora a proteínas fosforiladas en residuos tirosina, que inducen un cambio conformacional que 
permite la activación de la subunidad catalítica. La función de la PI3K es añadir un grupo fosfato a 
la posición 3’ del anillo de inositol en los fosfatidilinositol [133]. Los productos de esta quinasa 
activan otras proteínas quinasas como la Akt o proteína quinasa B (PKB) y en ocasiones también 
activan isoformas de la proteína quinasa C (PKC) [133]. 
La proteína quinasa B (PKB) o Akt es una serina/treonina quinasa que juega un papel fundamental 
en numerosos procesos celulares, incluyendo la supervivencia celular y el metabolismo de los 
hidratos de carbono [134]. La activación de Akt implica la unión de su dominio PH a 
fosfoinositoles D3-fosforilados y la consiguiente fosforilación de Akt en el residuo treonina 308 y 
serina 473 [134]. 
La capacidad de leptina de activar la Akt se observó por primera vez en células Fao tratadas con 
leptina durante 10 ó 15 minutos [135]. A nivel cardiaco, leptina es capaz de activar la Akt en los 
cardiomiocitos. Esta activación de Akt se ha relacionado con cardioprotección [82] y con la 




Una de las dianas de la Akt es la vía de mTOR, de sus siglas en inglés mammalian target of 
rapamycin, que es uno de los principales factores de transcripción implicados en el crecimiento 
celular [136, 137]. A nivel cardiaco, la vía de mTOR y su diana principal, la proteína p70S6K se 
han relacionado con la hipertrofia cardiaca. En un estudio realizado en cardiomiocitos neonatales de 
rata, se ha observado que la inhibición de la activación de la vía de mTOR inducida por leptina, 
previene los efectos hipertróficos que promueve esta hormona en cardiomiocitos neonatales [93].  
 
 
Figura 9. Activación de PI3K, Akt, mTOR inducida por la unión de leptina a su receptor. (Modificado de 
Frühbeck G et al. 2006) 
 
1.5.4 VÍA DE LA PROTEÍNA QUINASA C (PKC) 
La familia de serina/treonina quinasas PKC se ha implicado en numerosos efectos celulares [138]. 
La leptina parece tener tanto efectos positivos como negativos en la estimulación de la PKC. En 
ratones ob/ob deficientes en leptina, la liberación de insulina por los islotes pancreáticos en 




forma exógena [139]. Sin embargo,  en otros estudios se ha observado que leptina puede activar 
PKC  en células epiteliales del colon [140].  
1.5.5 VÍA DE AMPc / FOSFODIESTERASAS 
El AMP cíclico activa proteína quinasas A y juega un papel muy importante en la relación entre 
varias vías de señalización [141, 142]. El metabolismo del AMP cíclico (AMPc) y el GMP cíclico 
(GMPc), está regulado por fosfodiesterasas [143]. La leptina es capaz de disminuir los niveles de 
AMPc en las células β pancreáticas a través de la activación de fosfodiesterasas 3B (PDE3B) [144]. 
Una consecuencia fisiológica importante de esta respuesta a leptina es una inhibición de la 
secreción de insulina inducida por glucosa [144]. 
1.5.6 VÍA DE Rho Y CITOESQUELETO DE ACTINA 
La familia de GTPasas Rho está implicada en muchos procesos celulares como la apoptosis o la 
regulación del citoesqueleto de actina-miosina [145]. Como consecuencia, la activación de esta vía 
por leptina está relacionada con la señalización celular y la señalización célula-célula, así como en 
la adhesión de las células a la matriz extracelular y la migración de las células [146].  
1.5.7 VÍA DEL  NO 
El NO interacciona con guanilato ciclasa soluble para evocar un gran número de respuestas 
fisiológicas [147]. La implicación del NO en funciones fisiológicas es aún mayor si se tiene en 
cuenta que el NO también interacciona con oxígeno molecular y radicales superóxido para producir 
especies reactivas de nitrógeno, que pueden modificar proteínas, lípidos y ácidos nucleicos [148]. 
Se han publicado distintos estudios que analizan los efectos de leptina en la producción de NO y la 
expresión de la óxido nítrico sintetasa (NOS) y sus implicaciones fisiológicas. 
Varios estudios han confirmado que leptina induce un incremento en la producción de NO. La 
administración intravenosa de leptina a ratas Wistar incrementa las concentraciones séricas de NO 
hasta un 90%, un efecto que no se observa en las ratas Zucker fa/fa [149]. Además, leptina 
incrementa la producción de NO y de nitratos y nitritos por las células endoteliales [150] y de esta 




NAME. Por otro lado, leptina puede regular la contractilidad cardiaca mediante el incremento de la 
producción de NO en cardiomiocitos ventriculares de rata adulta [152]. 
Por tanto, existen evidencias claras de que leptina contribuye a la producción de NO. Esto podría 
tener numerosas consecuencias puesto que leptina también incrementa la actividad del sistema 
simpático en los tejidos periféricos y por tanto produce un incremento de la presión arterial [153]. 
Sin embargo, no parece que el NO liberado por leptina sea suficiente para oponerse al efecto 
vasoconstrictor inducido como consecuencia de la activación simpática [154]. 
Por otro lado, el L-NAME es capaz de inhibir el efecto de leptina sobre la captación de glucosa en 
el músculo esquelético, pero no en el tejido adiposo [155]. Tampoco bloquea el efecto de leptina en 
la estimulación de la secreción de la hormona liberadora de corticotropina (CRH) en el hipotálamo 
de ratas [156]. Por tanto, el NO es un mediador de los efectos de leptina, pero no un mediador 
ubicuo de estos efectos.  
La leptina es capaz de regular los niveles de NO mediante la regulación de la expresión de NOS. 
Sin embargo, se han observado efectos contradictorios del tratamiento con leptina en la expresión 
de NOS. La inyección intracerebroventricular o intraperitoneal de leptina durante 5 días disminuye 
la actividad nNOS en ratones [157]. También se ha observado una reducción en la expresión de la 
NOS tras la inyección subcutánea de leptina tanto en el hipotálamo como en el tejido adiposo 
marrón, aunque no se observaron cambios en el tejido adiposo blanco de ratones ob/ob [158]. Pero 
por otro lado, en otros tejidos se ha observado un incremento de los niveles de iNOS y eNOS 
inducidos por leptina [159]. 
1.5.8 OTRAS VÍAS 
Existen otras proteínas de señalización reguladas por leptina. Se ha demostrado que leptina puede 
incrementar la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS) en células endoteliales 
umbilicales humanas (HUVEC) o en células endoteliales aórticas bovinas (BAEC) [160, 161]. Estas 
especies reactivas de oxígeno parecen relevantes en la patogénesis de las complicaciones 
cardiovasculares asociadas a la obesidad, como la aterosclerosis. La leptina también estimula la 




Además, activa a la fosfolipasa C y puede alterar canales de voltaje dependientes de calcio como el 




Figura 10. Vías de señalización activadas por leptina y sus efectos cardiacos 
 
1.6 LEPTINA Y PATOLOGÍA CARDIOVASCULAR 
Hasta la fecha se han realizado un gran número de estudios que analizan la asociación entre los 
niveles circulantes de leptina y la enfermedad cardiovascular. Aunque estos estudios han arrojado 
resultados paradójicos, se podría decir que tanto los niveles elevados de leptina circulante que se 
observan en individuos obesos [163, 164] como la ausencia de leptina que ocurre en modelos 
genéticos de deficiencia de leptina, se correlacionan con peores pronósticos y con patologías como 
la hipertensión, la aterosclerosis, el ictus y el infarto de miocardio [165-167]. En consonancia con 
estos datos, recientemente se ha propuesto que los niveles de leptina circulantes se correlacionan de 
forma significativa con la insuficiencia cardiaca en ausencia de una enfermedad coronaria 
establecida [168]. Sin embargo, en individuos con una enfermedad coronaria previa, aunque la 
obesidad incrementa el riesgo de padecer insuficiencia cardiaca, este riesgo es independiente de los 
niveles de leptina [168]. Otros trabajos han propuesto que leptina puede ser un predictor de peores 
pronósticos en pacientes con enfermedad coronaria o insuficiencia cardiaca [169]. En un estudio en 
el que se analizaba tejido de corazones humanos con insuficiencia cardiaca, se observó un aumento 
en la expresión de leptina y de su receptor y la utilización de un dispositivo en el ventrículo para 




leptina administrada de forma exógena, puede producir hipertrofia cardiaca, tanto in vitro como in 
vivo [170].  
Por otro lado, también existen estudios que han concluido que niveles muy bajos de leptina se 
asocian con un mayor número de eventos cardiovasculares y mortalidad en pacientes con 
enfermedad coronaria estable [171]. La leptina, además, es fundamental para que se produzcan los 
efectos beneficiosos de la restricción calórica en enfermedades como la esteatosis cardiaca, 
sugiriendo estos datos que la leptina tiene un efecto anti-lipotóxico a nivel cardiaco [172, 173]. 
Los ratones ob/ob deficientes en leptina, muestran una sensibilidad aumentada a la ligadura de la 
arteria coronaria, presentando una mortalidad más elevada. La hipertrofia cardiaca que presentan 
estos ratones es superior a la de los ratones controles, así como la disfunción ventricular. Estos 
efectos de la ligadura sobre los ratones ob/ob se revierten tras la administración de leptina de 
manera exógena a través de un mecanismo dependiente de STAT3, demostrando un efecto 
beneficioso de la leptina [174]. Además, en la isquemia aguda del miocardio, la leptina puede 
ejercer un efecto protector frente al daño por isquemia reperfusión, probablemente a través de la vía 
de la fosfoinositol-3-kinasa/Akt y de la MAPK ERK1/2 [82].   
A nivel celular, la leptina puede ejercer numerosos efectos pleiotrópicos en el miocardio, de tal 
forma que se ha implicado en el remodelado cardiaco a distintos niveles [175]. La leptina es capaz 
de activar vías proinflamatorias, así como de reclutar células implicadas en el proceso inflamatorio. 
Como consecuencia de la activación de  estas vías, se puede producir una disfunción a nivel 
endotelial. Por otra parte, la leptina  inhibe la apoptosis de los miocitos cardiacos en determinadas 
circunstancias y tien efectos prohipertróficos o antihipertróficos en los cardiomiocitos en función 






Figura 11. Efectos celulares de la leptina. (Modificado de Dobaczewski M. et al, 2011) 
 
Los efectos de la leptina en el sistema cardiovascular son difíciles de resumir debido a la 
discrepancia de los datos, y además, hay que tener en cuenta factores como la edad, el grado de 
hiperleptinemia y la coexistencia de otras patologías. De hecho, en un trabajo reciente de Ren y 
colaboradores, han observado que existe una diferencia en la respuesta a la leptina asociada a la 
edad en ratones ob/ob. En su estudio, la repleción de leptina hasta niveles fisiológicos mejoró la 
disfunción en la contractilidad de los cardiomiocitos y redujo la acumulación de superóxido en 
ratones jóvenes, pero no produjo este efecto en ratones de más de 18 meses de edad [176]. 
El papel de la leptina en la respuesta al daño cardiaco depende, por tanto, de la naturaleza del daño 
y de otros factores como la especie animal, y la concentración o dosis de leptina administrada y la 
edad. Además, los efectos indirectos de la leptina pueden contribuir al efecto de la misma en el 
corazón. Por ejemplo, los efectos prohipertróficos de leptina se han asociado con la capacidad de la 
misma de producir hipertensión a través de la activación del sistema nervioso simpático [153] y con 




que considerar estos efectos indirectos como factores que pueden contribuir al desarrollo de la 
enfermedad cardiovascular.  
1.7 LEPTINA Y OBESIDAD 
1.7.1 OBESIDAD 
La tasa de obesidad se ha incrementado en los últimos años de forma alarmante, hasta el punto de 
convertirse en un problema de salud pública. Además de suponer un aumento de riesgo de padecer 
enfermedades como la hipertensión o la insuficiencia cardiaca, habitualmente los individuos obesos 
son estigmatizados por la sociedad. Por este motivo, cada vez se dedica mayor atención a intentar 
elucidar los componentes del sistema homeostático que regula el peso corporal y los genes 
responsables de algunos tipos de obesidad tanto en animales como en humanos. En este escenario, 
un factor clave es la hormona leptina, la principal reguladora de la ingesta y el peso corporal.  
La obesidad es uno de los problemas más acuciantes del mundo desarrollado [179, 180]. Existen 
fundamentalmente dos puntos de vista que explican la obesidad humana. Uno de ellos sugiere que 
la obesidad se produce como consecuencia de una falta de disciplina por parte de los individuos 
afectados mientras que el otro sugiere que el peso corporal (o con más exactitud, la cantidad de 
grasa corporal) está controlada de forma fisiológica y que las variaciones en el peso en cualquier 
sentido activan una respuesta de resistencia a esas variaciones. Este último punto de vista implica la 
noción de que el peso corporal del individuo está determinado por factores biológicos [181].   
La obesidad se define como un aumento significativo sobre el peso ideal, siendo definido el peso 
ideal como aquel que maximiza la esperanza de vida. Las tablas actuales indican que la esperanza 
de vida se reduce cuando el índice de masa corporal (IMC, definido como la masa en Kg dividida 
por el cuadrado de la altura en metros), se aumenta significativamente por encima del nivel ideal 
(IMC > 25) [180, 182, 183]. Esta definición clasifica como obesos al 20% de la población 
estadounidense y un porcentaje ligeramente más bajo de la población europea.  En los últimos años, 
se ha producido, asimismo, un incremento alarmante de la obesidad en adolescentes [184], 
habiéndose asociado en esta población la obesidad con mayor morbimortalidad y convirtiéndose, 




Por razones que aún no se conocen en su totalidad, la obesidad se ha asociado con un incremento en 
el riesgo de padecer hipertensión, enfermedad cardiovascular, diabetes y cáncer [180] e incluso una 
pérdida de peso modesta mejora estas condiciones asociadas.  
Con todos estos antecedentes, actualmente la pregunta crítica es ¿por qué, en las mismas 
condiciones ambientales, unos individuos son delgados y otros desarrollan obesidad? Entre otras 
respuestas a esta pregunta se encuentra la identificación de algunos genes responsables de la 
obesidad en modelos animales y en el humano. 
1.7.2 RELACIÓN ENTRE LEPTINA Y OBESIDAD 
En general, los llamados genes de la obesidad, codifican los componentes moleculares de un 
sistema homeostático encargado de regular el peso corporal. Un elemento fundamental de este 
sistema es leptina [40]. La leptina se produce principalmente por el tejido adiposo y regula la 
ingesta calórica en el hipotálamo. Una disminución en la grasa corporal conduce a un descenso de 
esta hormona, que finalmente estimula la ingesta calórica. Además, los niveles bajos de leptina 
activan la respuesta hormonal característica del estado de ayuno [185]. Por otro lado, un incremento 
en los niveles de grasa corporal se relacionan con niveles de leptina circulantes aumentados, que 
finalmente reducen la ingesta calórica. Mediante este mecanismo, el peso se mantiene en un rango 
relativamente estrecho. Por tanto, como sería lógico pensar, las mutaciones que resultan en una 
deficiencia de leptina se asocian con obesidad mórbida en humanos y en roedores [4, 186]. 
Sin embargo, en un gran porcentaje de casos, la respuesta a por qué unos individuos son obesos y 
otros no parece encontrarse en un fenómeno conocido como resistencia a leptina. La sensibilidad a 
esta hormona es variable y, en general, los individuos obesos son resistentes a leptina [186-188]. 
Además, un pequeño grupo de individuos obesos parece producir poca leptina. En principio, 
factores genéticos, ambientales e incluso psicológicos pueden influenciar la sensibilidad y la 







1.7.3 RESISTENCIA A LEPTINA 
En estudios clínicos se ha observado que el subgrupo de pacientes con sobrepeso y obesidad que se 
sitúan en el rango más bajo de índice de masa corporal y aquellos que tienen los niveles más bajos 
de leptina, independientemente del peso corporal y del nivel de adiposidad, son los que presentan 
una mayor respuesta catabólica a leptina [189, 190]. Estas observaciones, junto con el hecho de que 
los pacientes obesos tienen unos niveles circulantes de leptina elevados [191, 192], han inspirado la 
noción de resistencia a leptina [193] en las formas comunes de obesidad, un concepto análogo a la 
resistencia a la insulina y que con frecuencia coexisten en individuos obesos. 
En estudios en roedores, la resistencia a leptina se ha considerado una potencial causa de obesidad 
principalmente debido a su incapacidad para unirse a su receptor o a una disminución en las 
cascadas intracelulares activadas por el receptor OB [194]. 
El receptor de leptina, es un receptor de citoquinas de tipo 1. La unión con su ligando trae como 
consecuencia un cambio conformacional que activa la vía de JAK2-STAT [195]. Una vez activada, 
esta vía es capaz a su vez de activar varias moléculas de señalización intracelular. De esta forma, la 
detección de STAT-3 es un ensayo importante de la actividad del receptor de leptina in vivo [196] 
Hasta la fecha se han descrito algunos procesos capaces de atenuar la señalización por leptina. La 
activación de STAT-3 por leptina es capaz de promover la transcripción y acumulación de SOCS3 
(un inhibidor de la activación de la vía de STAT-3) y de esta forma, se establece un feedback 
negativo [127]. Otras fosfatasas como la protein-tirosina fosfatasa1B (PTP)1B median la 
defosforilación de JAK2, limitando así la duración de la actividad de leptina tanto en cultivos 
celulares como in vivo [197, 198]. Otras vías también limitan la acción de leptina en los tejidos 
periféricos, como el adiposo, el hígado y músculo. En estos tejidos, la obesidad aumenta el estrés 
del retículo sarcoplásmico y se produce un estado de inflamación crónica que contribuye a la 
resistencia a la insulina. Este proceso a su vez, puede participar en la atenuación de la señalización 
por leptina en la obesidad [199-201]. Por tanto, las moléculas SOCS3, PTP1B, el estrés del retículo 
sarcoplásmico y la inflamación, son algunos de los mecanismos moleculares y celulares que de 





Por otro lado, las alteraciones y mutaciones en el receptor de leptina son una de las causas de la 
disminución de la señalización por leptina [202] y que, por tanto, conducen a un estado de 
resistencia a leptina y son causa de obesidad. Sin embargo, estas mutaciones son poco frecuentes en 
humanos. En los casos en los que el tráfico del receptor o la señalización a través del mismo están 
comprometidos, también es fácil encontrar una relación entre estas alteraciones y la obesidad 
debido a que se establece una nuevamente una resistencia a leptina. Sin embargo, lo más frecuente 
es que la resistencia a leptina en humanos se deba a alteraciones en los circuitos neuronales 
regulados por leptina. Las bases moleculares para la resistencia a leptina debido a alteraciones a 
nivel central se han explicado en diversos estudios.  
La leptina actúa en células nerviosas en el cerebro y modula su función. Algunas de las moléculas 
más importantes en esta regulación son el neuropéptido Y (NPY) y la proteína relacionada con 
agouti (AgRP), que estimulan la ingesta de comida y la hormona estimulante de α-melanocitos (α-
MSH) y el transcrito regulado por cocaína y anfetamina (CART), que disminuyen la ingesta de 
comida [38, 203-205]. Existen evidencias genéticas de que leptina modula el balance energético 
mediante la regulación del balance entre los péptidos mencionados previamente [206]. Mutaciones 
en la propiomelanocortina (POMC), el precursor de la α-MSH, se han asociado con la obesidad 
[207]. Entre el 3 y el 5% de los individuos extremadamente obesos, presentan mutaciones en un 
receptor de MSH (MC4R) que resulta en un defecto en la señalización de MSH, que causa 
resistencia a leptina [208-210]. En otros casos, se ha sugerido que defectos en el transporte de 
leptina a través de la barrera hematoencefálica es la causa de la resistencia a leptina que ocurre en la 







Figura 12. Principales consecuencias del desarrollo de resistencia a leptina. (Modificado de Ricci R. et al, 
2012) 
 
Aunque las alteraciones previamente mencionadas en humanos y animales han proporcionado un 
gran avance en el conocimiento de los mecanismos relacionados con la obesidad mórbida y los 
sistemas que gobiernan el balance energético, parece que cambios ambientales, independientes de 
alteraciones genéticas, son la principal causa de la epidemia de obesidad que se ha producido en los 
países desarrollados y en vías de desarrollo. En los últimos 50 años, el balance energético se ha 
desequilibrado debido a dos factores fundamentales: un descenso en el gasto energético debido a 
una disminución de la actividad física y un incremento en la disponibilidad y abundancia de 
comidas apetecibles y altamente calóricas. 
En este contexto, se desconoce si la resistencia a leptina es una causa o un efecto del desarrollo de 
la obesidad. Una explicación que tiene en cuenta todos estos factores es la sugerida por Martin G. 
Myers JR y colaboradores: un incremento en la ingesta se asocia con un incremento en la 
adiposidad, que a su vez produce un incremento en la resistencia celular a leptina que sería la 
responsable de que la señalización a través del receptor OB no alcance los niveles adecuados 




Un aspecto importante a tener en cuenta en la resistencia a leptina es el concepto de resistencia 
selectiva a leptina [163, 165, 213]. Este concepto propone que alguno de los efectos mediados por 
leptina, como por ejemplo la supresión del apetito, se pueden ver atenuados, mientras que otros 
como el remodelado cardiaco o el tono simpático permanecen intactos. Existen estudios recientes 
que apoyan este concepto. En un estudio en el que se usaron animales con una obesidad inducida 
por la dieta, los ratones desarrollaron resistencia a los efectos metabólicos de la leptina, pero no a la 
activación simpática mediada por leptina [214].  El fenómeno de resistencia selectiva a leptina 
también se ha observado en modelos de conejo sometidos a dieta grasa [215]. Asimismo, trabajos 
previos de nuestro grupo de investigación han demostrado que en modelos de obesidad inducida por 
dieta en ratón, la resistencia a leptina se desarrolla de forma específica en distintos tejidos y que el 












1.8 OBESIDAD Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR 
Los niveles de leptina circulantes elevados que se observan durante la obesidad, se han relacionado 
con enfermedad cardiovascular [163, 218]. En un estudio multifactorial, la leptina se ha descrito 
como un predictor independiente de enfermedad cardiovascular [219]. 
Sin embargo, la relación entre obesidad y enfermedad cardiovascular es complicada. Algunos 
investigadores han sugerido que la conexión es indirecta y dependiente de la prevalencia de 
diabetes, hipertensión y dislipidemia, mientras que otros han demostrado una asociación 
independiente entre obesidad (especialmente obesidad abdominal) y riesgo cardiovascular [220, 
221]. La relación entre obesidad y riesgo cardiovascular parece desarrollarse a una edad 
relativamente temprana, por ejemplo, la obesidad en hombres jóvenes, de entre 15 y 34 años, se 
asocia con una aterosclerosis de las coronarias acelerada [222]. Ya en 1956, Vague observó que la 
obesidad androide (obesidad del tren superior o abdominal) está más relacionada con la diabetes 
mellitus y la enfermedad coronaria que la obesidad ginoide (obesidad del tren inferior u obesidad 
gluteal y femoral) [223]. Posteriormente, numerosos estudios han confirmado el hecho de que la 
obesidad del tren superior es un mejor predictor de enfermedad cardiovascular [221, 224]. 
A nivel metabólico, la obesidad se relaciona directamente con resistencia a la insulina y con un 
incremento en la incidencia de síndrome metabólico y diabetes mellitus tipo 2 [225, 226]. La 
obesidad conduce a resistencia a la insulina por varios mecanismos, con frecuencia 
interrelacionados. En primer lugar, la señalización de la insulina y la homeostasis de la glucosa se 
encuentran alteradas por la existencia de depósitos de grasa intracelulares [227]. La infiltración de 
grasa en los islotes pancreáticos acelera la disminución de islotes asociada a la edad y su capacidad 
para mantener el incremento en la producción de insulina demandado por la resistencia a la insulina 
se ve mermada, de esta forma, se desarrolla una intolerancia a la glucosa prematura y se desarrolla 
rápidamente una diabetes mellitus tipo 2 [228]. Además, las adipoquinas derivadas del tejido 
adiposo parecen estar implicadas en la regulación de la sensibilidad a la insulina en los tejidos 
periféricos.  La resistencia a la insulina asociada a la obesidad se considera el primer paso del 
desarrollo de diabetes mellitus tipo 2. La mayor parte de los pacientes con esta enfermedad 
presentan sobrepeso. Aproximadamente un 90% de los individuos que desarrollan diabetes tipo 2 




La obesidad y la resistencia a la insulina también se han relacionado con alteraciones cualitativas y 
cuantitativas en los lípidos plasmáticos. La obesidad se caracteriza por una disminución en la 
captación de ácidos grasos por los adipocitos y una lipólisis excesiva [231]. Esas alteraciones 
conducen a unos niveles circulantes de ácidos grasos no esterificados elevados que finalmente 
resultan en una lipogénesis hepática incrementada. Este aumento de la capacidad secretora del 
hígado conduce a una esteatosis hepática [232] y a una desregulación de los niveles de VLDL, HDL 
y triglicéridos. La dislipidemia aterogénica se presenta con elevados niveles plasmáticos de 
triglicéridos, niveles incrementados de sdLDL y niveles disminuidos de HDL [231]. De hecho, 
existen evidencias de que en sujetos con IMC por encima de 25 kg/m² se desarrolla de forma 
progresiva este tipo de dislipidemia, resultando en un incremento de riesgo cardiovascular [229]. 
El desarrollo de aterosclerosis en la obesidad es consecuencia de la activación de varios 
mecanismos proaterogénicos interrelacionados. Se sabe que un IMC elevado se asocia con un 
estado de inflamación subclínico [233] y un aumento del estrés oxidativo sistémico [234].  Por otro 
lado, tanto la resistencia a la insulina como la hiperinsulinemia pueden conducir a una disfunción 
endotelial per se, debido a que en individuos resistentes a la insulina, la liberación de NO 
dependiente de insulina se encuentra dañada [235]. Niveles circulantes muy elevados de ácidos 
grasos no esterificados también pueden reducir la biodisponibilidad del NO y la vasodilatación 
dependiente de potasio [236].  La insulina, además, tiene efectos proliferativos sobre las células de 
músculo liso vasculares y puede incrementar la actividad de las metaloproteinasas, promoviendo así 
la degradación de la matriz extracelular y la ruptura de la placa de ateroma [237]. La expresión 
alterada de las adipoquinas que ocurre en la obesidad es un factor adicional responsable del círculo 
vicioso perpetuo que existe entre la inflamación y la disfunción endotelial. La leptina puede 
estimular la captación de colesterol por los macrófagos dando lugar a células espumosas que dan 
lugar al desarrollo de lesiones aterogénicas.  
En conclusión, la obesidad da lugar a hiperinsulinemia, hiperglicemia, un incremento de los niveles 
circulantes de ácidos grasos no esterificados y mediadores proinflamatorios que en conjunto dan 







Figura 14. Efectos cardiovasculares de las distintas adipocitoquinas liberadas por los adipocitos. 
(Modificado de Mattu H. et al, 2013) 
 
La obesidad, asimismo, tiene numerosos efectos adversos en la hemodinámica y la estructura 
cardiovascular [238]. Incrementa el volumen total de sangre y el gasto cardiaco, y la sobrecarga del 
corazón es mucho mayor en pacientes obesos. Frecuentemente, estos pacientes tienen un mayor 
gasto cardiaco pero un nivel más bajo de las resistencias periféricas independientemente de la 
presión arterial [238, 239]. En la obesidad, la mayor parte del aumento en el gasto cardiaco se debe 
a las variaciones en el volumen de eyección, aunque al estar aumentada la actividad simpática, la 
frecuencia cardiaca también se encuentra aumentada [240]. Este aumento en la presión y volumen 
de llenado conduce en individuos con sobrepeso y obesidad a una mayor propensión a desarrollar 
dilatación del ventrículo izquierdo [238, 240, 241]. De esta forma, incluso independientemente de la 




ventrículo izquierdo, así como de desarrollar otras anomalías estructurales incluyendo remodelado 
concéntrico e hipertrofia concéntrica del ventrículo izquierdo [242].  
Por otro lado, la obesidad también predispone a un aumento del tamaño de la aurícula izquierda 
debido al incremento del volumen de sangre circulante y a un llenado anormal del ventrículo 
izquierdo [238, 243]. Estas alteraciones no solo incrementan el riesgo de insuficiencia cardiaca sino 
que también incrementan el riesgo de fibrilación auricular y otras comorbilidades [244]. 
Además, la obesidad aumenta la propensión a padecer arritmias ventriculares más frecuentes y más 


































G. Disfunción sistólica y diastólica
F. Inflamación sistémica y estado protrombótico
E. Disfunción endotelial
D. Anomalías en laGeometría del ventrículo izquierdo
1) Remodelado concéntrico
2) Hipertrofia del ventrículo izquierdo
C. Dislipidemia
1) Colesterol total elevado
2) Triglicéridos elevados
3) Colesterol LDL elevado
4) Colesterol no-HDL elevado
5) Apolipoproteina B elevada
6) HDL disminuido
7) Apolipoproteina A1 disminuida
B. Hipertensión
A. Incremento de la resitencia a la insulina
1) Intolerancia a la glucosa
2) Síndrome metábolico
3) Diabetes mellitus tipo 2




En este escenario, cada vez parece más claro que la obesidad (IMC >25) se asocia con una función 
cardiaca alterada. En un estudio de seguimiento a lo largo de 14 años con 5881 participantes del 
Estudio Framingham [65] se observó un incremento gradual en el riesgo de desarrollar insuficiencia 
cardiaca según aumentaba el IMC. Sin embargo, es importante resaltar que en pacientes con 
insuficiencia cardiaca, un IMC elevado no es un factor de riesgo para un peor pronóstico [248]. 
Esta discrepancia entre el riesgo de padecer enfermedad cardiovascular asociado a la obesidad y el 
mejor pronóstico de la enfermedad en pacientes obesos ha conducido a la teoría de la paradoja de la 
obesidad. 
1.9 PARADOJA DE LA OBESIDAD 
Numerosos estudios señalan la obesidad como factor de riesgo en el desarrollo de enfermedades 
cardiovasculares, sin embargo, otros estudios señalan que en individuos con una patología 
cardiovascular existente, el sobrepeso y la obesidad se correlacionan con un mejor pronóstico de la 
enfermedad. Este fenómeno se conoce como paradoja de la obesidad. 
A pesar de que la prevalencia de hipertensión arterial es mayor en pacientes obesos, existen 
evidencias recientes de una paradoja de la obesidad. Uretsky y colaboradores [249] han analizado 
los parámetros cardiovasculares de 22576 pacientes hipertensos tratados y que presentaban 
enfermedad coronaria. Durante el seguimiento de dos años, la mortalidad por cualquier causa fue un 
30% más baja en los pacientes obesos y con sobrepeso, a pesar de que el control de la hipertensión 
fue menos efectivo en estos pacientes que en los pacientes normopeso. Un estudio previo también 
había mostrado un menor riesgo de padecer un ictus y de mortalidad total entre los pacientes con 
sobrepeso comparados con los pacientes con un peso normal [250]. Otros trabajos realizados con 
pacientes hipertensos han mostrado una relación en forma de U entre la mortalidad por todas las 
causas, mortalidad por accidente cardiovascular y mortalidad por causas no relacionadas con un 
accidente cardiovascular y el IMC, encontrándose la mayor mortalidad en los dos extremos de IMC 
[251].  
En otro ensayo con 800 pacientes de edad avanzada, se observó que la mortalidad total y la 
ocurrencia de  accidentes cardiovasculares y no cardiovasculares mayores eran más elevadas entre 




presentó una forma de U, mientras que la mortalidad no relacionada con accidentes 














Figura 15. Tasas de mortalidad por todas las causas en función del índice de masa corporal. (Modificado de 
Hughes V. et al, 2013) 
 
En conjunto, estos estudios sugieren que, aunque la obesidad puede ser un potente factor de riesgo 
para hipertensión arterial e hipertrofia ventricular izquierda, los pacientes obesos hipertensos 
pueden tener, de forma paradójica, mejor pronóstico, posiblemente debido a una menor resistencia 
vascular y menor actividad de la renina plasmática comparado con los pacientes hipertensos más 
delgados [253]. 
En otro trabajo realizado con 5881 participantes del estudio Framingham, Kenchaiah y 
colaboradores [65] mostraron que durante un seguimiento de 14 años, por cada aumento de 1 kg/m² 
en el IMC, el riesgo de padecer insuficiencia cardiaca  aumentaba en un 5% en hombres y 7% en 
mujeres. De hecho, se observó un incremento gradual del riesgo de padecer insuficiencia cardiaca al 
aumentar de categoría de IMC. En un ensayo con 74 pacientes obesos mórbidos, casi un tercio de 




aumentaba con la duración de esa obesidad mórbida [247]. Pero a pesar de conocerse los efectos 
adversos de la obesidad en la función sistólica y diastólica del corazón, y de los datos 
epidemiológicos que muestran una relación entre obesidad, generalmente definida en términos de 
IMC e insuficiencia cardiaca, hay numerosos estudios que han sugerido que los pacientes obesos 
con insuficiencia cardiaca presentan un mejor pronóstico [254]. 
En un metanálisis de 9 estudios observacionales de pacientes con insuficiencia cardiaca (n=28209) 
en el que se realizó un seguimiento de 2,7 años, Oreopoulos y colaboradores [255] mostraron que 
comparados con individuos sin IMC elevado, los pacientes con sobrepeso y obesidad,  presentaron 
una disminución en la mortalidad cardiovascular (-19% y -40% respectivamente) y en la mortalidad 
por cualquier causa (-16% y -33% respectivamente). De la misma forma, un análisis del IMC y la 
mortalidad en hospital de 108927 pacientes con insuficiencia cardiaca descompensada, mostró 
también una asociación entre mayores valores de IMC y menor mortalidad [256]. De hecho, por 
cada incremento de 5 unidades en el IMC, el riesgo de mortalidad fue un 10% menor (P<0.001). 
Aunque estos investigadores han planteado la posibilidad de que sesgos en la selección de pacientes 
y diferencias en las características de partida entre los grupos hayan afectado sus resultados, 
también sugieren que un IMC elevado podría conferir algunos efectos protectores frente a la 
mortalidad por insuficiencia cardiaca [257].  
Para explicar estos hechos se ha sugerido que, puesto que la insuficiencia cardiaca es un estado 
catabólico, los pacientes obesos podrían tener mayores reservas metabólicas [258-260]. Además, el 
perfil de citoquinas y hormonas de estos pacientes también puede ser protector [255]. El tejido 
adiposo produce receptores de TNF-α solubles que pueden jugar un papel protector en individuos 
obesos con insuficiencia cardiaca aguda o crónica al neutralizar los efectos biológicos adversos del 
TNF-α [261]. Por otro lado, los pacientes obesos o con sobrepeso presentan niveles circulantes 
menores de ANF [262] y pueden tener una actividad simpática reducida, así como menor respuesta 















Figura 16. Supervivencia acumulada en función del peso en pacientes con insuficiencia cardiaca. 
(Modificado de Horwich TB. et al, 2001) 
 
Estudios preliminares  de Lavie y colaboradores muestran que también existe una influencia de la 
cantidad de grasa corporal en la supervivencia total.  
 
 
Figura 17. Supervivencia acumulada en función del porcentaje de grasa corporal y del índice de masa 



































En pacientes con enfermedad coronaria, la obesidad juega un papel fundamental puesto que 
aumenta los factores de riesgo más importantes de enfermedad coronaria como la hipertensión 
arterial, la dislipidemia y la diabetes mellitus [253, 263-265]. 
Sin embargo, igual que en el caso de la hipertensión arterial y la insuficiencia cardiaca, hay estudios 
que han demostrado la existencia de una paradoja de la obesidad en enfermedad coronaria [263, 
266]. En una revisión reciente de más de 250000 pacientes de 40 estudios de cohortes en los que se 
realizó un seguimiento durante 3.8 años, Romero-Corral y colaboradores [266] han observado que 
los pacientes obesos con enfermedad coronaria tienen menor riesgo de muerte por cualquier causa 
así como menor riesgo de mortalidad por accidente cardiovascular en comparación con los 
pacientes normopeso. Sin embargo, en pacientes con IMC por encima de 35 kg/m², se ha observado 
un mayor riesgo de mortalidad cardiovascular sin observarse incremento de la mortalidad total. 
 Aunque se desconoce el mecanismo por el que se produce este efecto, en conjunto los datos de 
nuevo sugieren que a pesar del hecho de que la obesidad es un factor de riesgo para desarrollar 
enfermedad coronaria, los pacientes con sobrepeso y obesidad media presentan mejor pronóstico 
que los pacientes normopeso cuando existe una enfermedad coronaria establecida. 
 
La paradoja de la obesidad se ha observado también en pacientes post-infarto de miocardio y más 
recientemente en pacientes sometidos a test de ejercicio [266, 267]. 
 
Existen por tanto gran cantidad de evidencias que apoyan la importancia de la obesidad en la 
patogénesis y la progresión de enfermedad cardiovascular y aunque la paradoja de la obesidad 
existe, también existen evidencias claras de que la reducción de peso es clave para la prevención y 
tratamiento de las enfermedades cardiovasculares. Por tanto, es necesario profundizar en estos 
mecanismos.
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2.  HIPERTROFIA  E INSUFICIENCIA CARDIACA  
2.1 HIPERTROFIA CARDIACA 
El corazón de los mamíferos es un músculo cuya principal función es bombear la sangre a través del 
sistema circulatorio para transportar el oxígeno y los nutrientes a los órganos y el dióxido de 
carbono de vuelta a los pulmones. En respuesta a una sobrecarga, causada por estimulación 
fisiológica o patológica, el corazón se hace más grande en un proceso conocido como hipertrofia 
(del griego aumento del tamaño), en el cual se disminuye el estrés sobre la pared del ventrículo y se 
mantiene o aumenta la función de bomba.  
 
 
Figura 18. Diferencias morfológicas entre la hipertrofia fisiológica y patológica y concéntrica y excéntrica. 
(Modificado de Maillet M. et al, 2013) 
 
Sin embargo, la hipertrofia es un fenómeno más complejo de lo que sugiere esta definición. Los 
cardiomiocitos, las células contráctiles del miocardio, a diferencia de otros tipos celulares existentes 
en el corazón (células endoteliales, fibroblastos, células inmunes y progenitoras), se diferencian de 
Fisiológica Patológica 
Corazón adulto normal 
Ventrículo derecho Ventrículo izquierdo 
Diámetro 
Corazón del neonato 
Desarrollo 





Excéntrica Excéntrica Concéntrica Concéntrica 
INTRODUCCIÓN. Hipertrofia e insuficiencia cardiaca 
48 
 
forma terminal poco después del nacimiento y la mayoría de ellos pierden su capacidad para 
proliferar, aunque existe un pequeño reemplazo de cardiomiocitos a lo largo de la vida [268-270]. 
Como consecuencia, aunque la masa del corazón puede aumentar debido a la proliferación de los 
fibroblastos, y posiblemente debido a la actividad de los progenitores celulares y la renovación de 
algunos cardiomiocitos, el incremento de la masa principalmente ocurre debido a la hipertrofia de 
los cardiomiocitos. La hipertrofia cardiaca, ocurre frecuentemente como respuesta a estímulos 
patológicos como la hipertensión, el infarto de miocardio y la enfermedad coronaria, que conducen 
a un aumento del remodelado ventricular y dilatación, fibrosis y una disminución del gasto cardiaco 
[271, 272]. Sin embargo, el miocardio también puede hipertrofiarse en respuesta un estímulo 
fisiológico en un proceso adaptativo conocido como hipertrofia fisiológica, que fundamentalmente 
difiere de la hipertrofia patológica porque el corazón no desarrolla enfermedad e incluso se 
beneficia de este proceso [273]. 
2.1.1 HIPERTROFIA CARDIACA A NIVEL CELULAR 
El corazón está compuesto de miocitos cardiacos o cardiomiocitos (células musculares) y otras 
células como: los fibroblastos, las células endoteliales, mastocitos y células de músculo liso 
vascular. Además, todas estas células se encuentran embebidas en la matriz extracelular [274, 275]. 
Los cardiomiocitos ventriculares solo son una tercera parte del total  de las células cardiacas, pero 
suponen entre el 70 y el 80% de su masa [275-277].  
En mamíferos, justo tras el nacimiento, la mayor parte de los cardiomiocitos pierden su capacidad 
de proliferación, por ello, el aumento del tamaño del corazón ocurre principalmente debido a un 
incremento en el tamaño de los miocitos [278].  
Los miocitos se componen de paquetes de miofibrillas. Las miofibrillas contienen miofilamentos, 
que a su vez están compuestos de sarcómeros, la unidad contráctil básica del corazón. En el corazón 
se disponen con una orientación circunferencial y en espiral alrededor del ventrículo izquierdo, y 
tienen que contraerse de forma simultánea para asegurar la correcta función del corazón. Para ello, 
unos discos intercalados en los extremos de los cardiomiocitos mantienen la adhesión célula-célula 
y permiten que la fuerza contráctil se transmita de una célula a otra [279].  
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La hipertrofia del cardiomiocito, es la respuesta celular a los estímulos patológicos o fisiológicos 
previamente mencionados y suele ir precedida de una reinducción del llamado programa génico 
fetal [280]. Su crecimiento depende de la activación de varias vías de señalización, cambios en la 
expresión génica, aumento en la síntesis de determinadas proteínas y una reorganización de las 
proteínas contráctiles. Para que estos procesos se pongan en marcha, los miocitos presentan 
mecanismos intrínsecos de detección de alteraciones mecánicas como canales iónicos sensibles a la 
extensión. Asimismo, las integrinas parecen jugar un papel fundamental en la interacción de la 
matriz extracelular, el citoesqueleto, los sarcómeros, las proteínas implicadas en la regulación del 
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2.1.2 VÍAS DE SEÑALIZACIÓN IMPLICADAS EN LA HIPERTROFIA 
CARDIACA  
2.1.2.1 CALCINEURINA- NFAT 
La serina-treonina fosfatasa calcineurina (Cn) se expresa en múltiples tejidos y está formada por 
una subunidad catalítica A y una subunidad reguladora B. La calcineurina B está codificada por un 
único gen, mientras que se han descrito tres subunidades de calcineurina A diferentes (CnAα, 
CNAβ y CNAγ) en vertebrados. La función fisiológica de la calcineurina se describió inicialmente 
en células T, en las que elevaciones en las concentraciones de calcio citosólicas promueven la 
asociación de la calmodulina con la calcineurina y la consecuente activación de la enzima [281]. La 
calcineurina defosforila factores de transcripción nucleares de la familia de los NFAT, de sus siglas 
en inglés Nuclear Factor of Activated T-cells, desenmascarando las señales de localización en el 
núcleo y resultando finalmente en una translocación de NFAT al núcleo y en la activación de genes 
relacionados con la respuesta inmune como la interleuquina-2 [282]. Se ha observado que esta vía 
de señalización también se activa en cardiomiocitos y que una activación constitutiva de la 
calcineurina en cardiomiocitos de ratón transgénico es suficiente para inducir un aumento del 
tamaño de los mismos e incluso una insuficiencia cardiaca [283]. Una respuesta similar, aunque 
menos dramática se obtiene sobreexpresando el factor nuclear NFAT3 de forma constitutiva, 
sugiriendo estos datos que el NFAT es una de las principales dianas del a vía de la calcineurina en 
cardiomiocitos. Pero, aunque estos estudios han mostrado que la activación de la vía de 
calcineurina/NFAT es suficiente para el desarrollo de hipertrofia cardiaca, si la activación de la 
calcineurina es necesaria o no en este proceso no parece tan claro.  
   




Figura 20. Inducción de hipertrofia por la activación de la vía de calcineurina/NFAT. (Modificado de 
Molkentin JD. et al, 1998) 
 
2.1.2.2 PI3K/Akt/GSK3/mTOR 
La fosfatidilinositol-3 quinasa (PI3K) es una familia de enzimas que presenta tanto actividad 
proteína quinasa como lípido quinasa y se han relacionado con la señalización de numerosas 
funciones celulares, principalmente con el crecimiento celular, la supervivencia y la proliferación 
[284]. La PI3K puede activarse por varios receptores como el receptor de IGF-1, el receptor OB y 
receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) incluyendo receptores α-adrenérgicos [285] y β-
adrenérgicos [286, 287]. PI3K puede controlar el tamaño de varios órganos incluyendo el corazón 
de los mamíferos [288]. Naga Prasad y colaboradores observaron que la PI3K se activa en la 
hipertrofia por sobrecarga hemodinámica. Además, la sobreexpresión de la PI3K y su 
sobreactivación de forma constitutiva en un ratón mutante, resulta en una hipertrofia cardiaca [289]. 
Por el contrario, una disminución de la actividad PI3K conduce a una disminución significativa del 
ratio peso del corazón/peso corporal en ratones transgénicos de PI3K. Estos cambios se pueden 
atribuir a diferencias en el tamaño de los cardiomiocitos, indicando eso que PI3K regula la 
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sugiriendo un efecto directo de la PI3K en el tamaño de los cardiomiocitos, más que una adaptación 
secundaria a una contractilidad disminuida. Una de las dianas principales de PI3K es la 
serina/treonina quinasa Akt, también conocida como proteína quinasa B (PKB). Akt se activa a 
través de la unión con fosfatidilinositol 3,4,5 trisfosfato (PIP3) y una translocación de la misma a la 
membrana. La activación completa requiere fosforilaciones adicionales, incluyendo una 
fosforilación por PDK1 (de sus siglas en inglés phosphinositide-dependent kinase 1) [290]. De 
forma similar a lo que sucede por la sobreactivación de PI3K, una activación de Akt es suficiente 
para inducir una hipertrofia cardiaca significativa en ratones sin afectar la función sistólica [291-
294]. 
En cuanto a los mediadores del efecto hipertrófico de Akt, dos de sus efectores directos son los 
principales candidatos, GSK3 y la vía de mTOR (mammalian target of rapamycin). La rapamicina 
es un inmunosupresor que se une a su receptor intracelular FKBP12, y este complejo como 
consecuencia se asocia con mTOR, una serina/treonina quinasa de 290 kDa implicada en la 
traducción de proteínas. La unión de la rapamicina inhibe la actividad de mTOR resultando en una 
alteración en la síntesis de proteínas y una disminución del tamaño celular a través de la inhibición 
de p70S6 quinasa y de 4EBP1/eIF4E [295]. De esta forma, la rapamicina es capaz de atenuar la 
hipertrofia cardiaca secundaria a la sobreactivación de Akt [291]. Además, la rapamicina bloquea 
por completo el incremento en el tamaño de los cardiomiocitos inducido por estrés oxidativo [296], 
por el tratamiento con fenilefrina [297] o con angiotensina II [298] y no se produce la inducción de 
genes fetales como la α-actina esquelética [299] o el ANF [297], sugiriendo estos resultados que 
una inhibición selectiva de la traducción de proteínas es suficiente para prevenir las características 
principales de la respuesta a la hipertrofia. 
Además de a mTOR, Akt fosforila de forma directa a GSK-3β, una quinasa ampliamente expresada 
que fosforila una serie de residuos de serina/treonina en regiones reguladoras del  extremo N-
terminal de NFAT [300]. De esta forma enmascaran sus secuencias de translocación al núcleo y 
promueven su translocación al citosol y su inactivación transcripcional. La actividad de GSK-3β 
está regulada por el estado de la fosforilación de su residuo serina 9. La fosforilación en este sitio 
crea un pseudosustrato inhibitorio para la propia enzima, dejándola inactiva.  
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Por otro lado, GSK-3β puede fosforilar otros factores de transcripción además de NFAT, 
incluyendo c-Jun [301], c-myc [302], STAT [303] y NF-κB [304]. Todos ellos se han relacionado, 
directa o indirectamente, con la hipertrofia cardiaca y pueden mediar el efecto de GSK-3β. Además, 
el factor de transcripción GATA4, que regula algunos genes cardio-específicos [305] y es suficiente 
para inducir hipertrofia cardiaca [306] también se fosforila por GSK-3β [307]. La fosforilación de 
GATA4 resulta en una salida de GATA4 del núcleo y de esta forma se inhibe la transcripción 
dependiente de GATA4 
GSK-3β también puede tener efectos antihipertróficos por vías no transcripcionales. GSK-3β 
fosforila el factor de iniciación de eucariotas (EIF) 2B [308], inhibiendo así la traducción proteica y 
por tanto la hipertrofia de los cardiomiocitos. Todos estos datos indican que GSK-3β integra señales 
de varias vías pro-hipertróficas y que además, hay una relación entre PI3K/Akt/GSK-3β y otras vías 
hipertróficas, particularmente con la vía calcineurina/NFAT, indicando una fuerte interdependencia 
de estas dos cascadas relacionadas con el crecimiento en el corazón. 
 
 




Figura 21. Inducción de hipertrofia por la activación de la vía de PI3K/Akt/GSK3/mTOR.  
 
2.1.2.3 MEF2/HDAC 
Numerosas moléculas de señalización dependiente del calcio, incluida la calcineurina, la proteína 
quinasa dependiente de calcio/calmodulina (CaMK), y las MAP quinasas son suficientes para 
evocar un fenotipo hipertrófico en los cardiomiocitos y para inducir una reprogramación del 
programa de expresión génica en el corazón [309, 310]. Teniendo en cuenta que numerosas vías de 
señalización pueden producir respuestas similares, parece probable que las vías hipertróficas 
converjan en algunas dianas. Un gran candidato a ser una de esas dianas es el factor de transcripción 
MEF2, que integra muchas señales dependientes de calcio/calmodulina en las células musculares, 
en neuronas y en linfocitos T [311]. 
En los vertebrados 4 genes diferentes codifican distintas isoformas de MEF2, pero solo 2 isoformas 
se expresan en el miocardio. Para ser activas necesitan estimulación previa [312]. La actividad de 
MEF2 está controlada directamente por su unión a histona desacetilasas (HDACs) [311]. Las 
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HDACs desacetilan histonas del nucleosoma y por tanto, promueven la condensación de la 
cromatina y la represión de la transcripción mediante la unión a factores específicos como el MEF2. 
La actividad de las HDAC es la opuesta a la de las histona acetiltransferasas (HATs), que relajan la 
cromatina y así activan sus genes diana. Las HDAC se pueden categorizar en tres clases, de las 
cuales las de clase II se expresan en mayor medida en el músculo estriado y las neuronas [313]. 
Existen evidencias de que algunos estímulos hipertróficos como la sobrecarga de presión y la 
activación de la calcineurina resultan en una activación de HDAC que regula la asociación con 
MEF2 [314]. Por otro lado, la sobreexpresión de CaMK es suficiente para inducir hipertrofia 
cardiaca asociada con la actividad de MEF2 [315-317], sin embargo, la no inhibición de HDAC por 
inhibidores de CaMK sugiere que otras quinasas participan en la activación de HDAC. 
En conjunto, los datos publicados hasta la fecha, apoyan la teoría de que muchos de los estímulos 
hipertróficos convergen en el núcleo y que las HDAC de clase II y el factor de transcripción MEF2, 
mediante interacción con otros factores como GATA y NFAT, constituyen los principales 





























Figura 22. Inducción de hipertrofia por la activación de la vía de MEF2/HDAC. (Modificado de Kurdi M. et 
al., 2011) 
 
2.1.2.4 RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEÍNAS G 
Los receptores acoplados a proteínas G (GPCRs) juegan, asimismo, un papel fundamental en la 
regulación de la función cardiaca y la adaptación a cambios en la hemodinámica  [318]. Los GRPC 
más importantes a nivel cardiaco incluyen a los receptores adrenérgicos (entre los que se han 
descrito varios subtipos de receptores α y β adrenérgicos) y receptores muscarínicos. Estos 
receptores heptahelicoidales se unen principalmente a tres clases de proteínas de unión a GTP 
heteroméricas, Gs, Gq/G11 y Gi, que se encargan de la transducción de señales al interior celular. 
Todas las proteínas G heteroméricas están formadas por subunidades Gα y Gβγ, que cuando el 
receptor se activa se disocian y activan de forma independiente diversas vías de señalización 
intracelular. 
2.1.2.4.1 PROTEINAS Gq/G11 
Los receptores de angiotensina II, de endotelina I y los receptores α-adrenérgicos se encuentran 
acoplados a proteínas Gq/G11, y se ha visto que son suficientes para mediar la hipertrofia de los 
cardiomiocitos cuando son estimulados por sus respectivos agonistas [319]. Además, la 
sobreexpresión de estos receptores [320, 321] así como de su mediador Gq [322, 323] conduce a 
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hipertrofia cardiaca y posteriormente a una cardiomiopatía con la función contráctil disminuida. Por 
el contrario, una ablación combinada de Gq y G11 resulta letal para el embrión debido a una 
hipoplasia del miocardio, sugiriendo la importancia de estos mediadores en el control del tamaño y 
el crecimiento cardiaco [324]. En el adulto, cuando ratones KO para G11 (que son viables y no 
parecen presentar defectos cardiacos obvios) se cruzan con ratones que portan el alelo condicional 
para Gq y posteriormente con ratones que expresan Cre recombinasa de forma cardio-específica, el 
fenotipo resultante es una ausencia casi completa de hipertrofia cardiaca o activación del programa 
de genes fetales en respuesta a una ligadura de la aorta [325], demostrando la necesidad de Gq/G11 
para la mayor parte de los modelos de hipertrofia cardiaca por sobrecarga hemodinámica. De una 
forma similar, la sobreexpresión de un dominante negativo de Gq atenúa la respuesta a la 
sobrecarga hemodinámica inducida por ligadura de la aorta [326]. 
Por otro lado, existen evidencias indirectas de que la señalización dependiente de Gq juega un papel 
fundamental en la hipertrofia provenientes de observaciones clínicas en pacientes con 
cardiomiopatía, en los que los bloqueantes de receptores de Angiotensina II y los inhibidores de la 
enzima convertidora de angiotensina confieren efectos beneficiosos, como la inhibición del 
remodelado cardiaco, que exceden sus propiedades antihipertensivas [327]. 
2.1.2.4.2 PROTEINAS Gs 
El receptor adrenérgico más abundante en el tejido cardiaco es el receptor β1-adrenérgico acoplado 
a proteínas Gs, que activa a la adenilato ciclasa (AC) y que finalmente resulta en unos efectos 
cronotrópicos, inotrópicos y lusitrópicos positivos en el corazón. El receptor β2-adrenérgico es 
menos abundante y puede unirse tanto a proteínas Gs como Gi, que pueden asimismo regular la 
señalización β-adrenérgica [328]. 
La sobreexpresión de receptores β1-adrenérgicos inicialmente conduce a un incremento de la 
función contráctil y la respuesta a isoproterenol, pero finalmente resulta en deterioros progresivos 
de la función cardiaca, hipertrofia de los cardiomiocitos y fibrosis [329, 330]. 
Por el contrario, cuando se sobreexpresa la adenilato cilcasa tipo VI, esta no parece ejercer efectos 
adversos en la función cardiaca y sí atenuar cambios inducidos en los cardiomiocitos, incluyendo la 
hipertrofia en ratones transgénicos de la proteína Gq [331, 332]. Sin embargo, cuando se 
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sobreexpresa la principal diana de la adenilato ciclasa, la PKA, el resultado es una cardiomiopatía 
dilatada asociada a hipertrofia y fibrosis, sugiriendo este hecho que la PKA media las consecuencias 
negativas de la elevación crónica de la señal β-adrenérgica y que la adenilato ciclasa probablemente 
tiene otras dianas aún desconocidas, que median efectos cardioprotectores [333]. 
2.1.2.4.3 PROTEINAS Gi 
Los receptores cardiacos muscarínicos y los β2-adrenérgicos cardiacos se encuentran acoplados a 
través de proteínas Gi, inhibiendo de este modo la adenilato ciclasa y oponiéndose de forma directa 
a la señalización dependiente de proteínas Gs. 
Las proteínas Gi se encuentran reguladas al alza en insuficiencia cardiaca en humanos [334-336] y 
la actividad basal de la Adenilato Ciclasa se encuentra alterada, sugiriendo que este mecanismo 
puede contribuir a la cardiomiopatía. Además, la proteína Gi se regula al alza en la hipertrofia 
hipertensiva antes del desarrollo de insuficiencia [336], indicando también que la regulación al alza 
de la proteína Gi puede preceder la descompensación. 
En resumen, la sobreexpresión de las proteínas Gi acopladas a receptores GPCR resultan en 
cardiomiopatía y en arritmias letales [337]. 
 
Figura 23. Inducción de hipertrofia por la activación de proteínas Gq, Gs y Gi. (Modificado de Barry SP et al., 
2008) 




2.1.2.4.4 PROTEINAS G DE BAJO PESO MOLECULAR 
Las proteínas G de bajo peso molecular, son un enlace entre receptores de membrana y varias vías 
de señalización intracelular. Esta familia de proteínas G está constituida por varios miembros que 
regulan procesos celulares como el crecimiento, la división y la supervivencia celular, la 
organización del citoesqueleto, el tráfico de membrana y la motilidad celular. Comparten una masa 
similar en torno a los 21 kDa y la capacidad de activarse al unirse a GTP. Tienen actividad GTPasa, 
por lo que pueden hidrolizar GTP en GDP en un proceso regulado por factores intercambiadores de 
nucleótidos de guanina (GEFs). Se han descrito 5 familias de proteínas G de bajo peso molecular, 
Rho, Ras, ARFs, Rab y Ran, cada una formada por varios miembros [338]. 
La familia Ras fue la primera en implicarse en la hipertrofia cardiaca [339, 340]. La señalización 
por Ras está acoplada a varios efectores, como Raf, PI3K, Ral-GSD/Rac y las MAPK, todos ellos 
relacionados con la hipertrofia cardiaca. Además, Ras puede promover la translocación al núcleo de 
NFAT3, dando lugar a la activación de vías pro-hipertróficas [341]. 
La familia Rho está formada por Rho, Rac y Cdc42 y regula la organización del citoesqueleto en 
células no musculares [342] y en cardiomiocitos [343]. Además, puede activar cascadas pro-
hipertróficas en células musculares. RhoA activa varias proteínas quinasas entre las que se 
encuentra ROCK, que finalmente activa la proteína quinasa de la cadena ligera de la miosina 
(MLCK). MLCK, que también se activa por calcio/calmodulina, puede inducir una reorganización 
de los sarcómeros, que es una de las características más importantes del fenotipo hipertrófico [344]. 
Recientemente también se ha implicado a la familia Rab en la hipertrofia cardiaca. La 
sobreexpresión de Rab parece ser suficiente para inducir hipertrofia de los cardiomiocitos y 























Figura 24. Inducción de hipertrofia por la activación de proteínas G de bajo peso molecular. (Modificado de 





La vía de las MAPK es un enlace importante entre los estímulos extracelulares y el núcleo a través 
de la fosforilación y regulación de múltiples factores de transcripción. Las MAPK se pueden dividir 
en tres subfamilias: Las quinasas activadas por estímulos extracelulares (ERKs), las quinasas de c-
Jun en el N-terminal (JNKs) y las p38. Los últimos dos grupos también se conocen como MAPK 
activadas por estrés.  
Aún no está muy claro el papel de ERK1/2 en la respuesta a estímulos hipertróficos puesto que una 
depleción de ERK y de la quinasa activadora de ERK (MEK1/2) parecen atenuar la respuesta 
hipertrófica a varios estímulos [346, 347] pero no inhibir la inducción de ANF, un gen relacionado 
con la hipertrofia cardiaca [348]. Por otro lado, la activación de ERK1/2 en determinadas 
condiciones parece ser suficiente para evocar un fenotipo hipertrófico [349]. 
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Las JNKs en cardiomiocitos se activan por un estrés mecánico [350] o por la estimulación de las 
vías de Endotelina- 1 [351] o Angiotensina II [352]. Tanto las JNK como su quinasa reguladora 
MEKK1 se han implicado en la respuesta hipertrófica de los cardiomiocitos secundaria a la 
estimulación de receptores acoplados a proteínas Gq [353]. 
En cuanto a la familia p38, también se han implicado sus principales activadores, MKK3 y MKK6, 
en la hipertrofia cardiaca y la inducción de ANF [354]. Además, p38 puede activar varios factores 












































Figura 25. Inducción de hipertrofia por la activación de MAPK. (Modificado de Bernardo BC. et al., 2010) 
 
2.1.2.6 PKC 
La PKC es una serina/treonina quinasa ubicua y activada fundamentalmente por receptores 
acoplados a proteínas Gq/G11. Varias isoformas de la PKC se han implicado en la patogénesis de la 
hipertrofia cardiaca. La sobrexpresión de la PKC conduce a hipertrofia cardiaca y muerte súbita 
[357], sin embargo, no es necesaria para la respuesta hipertrófica a una sobrecarga de presión [358]. 
2.1.2.7 Gp130/STAT-3 
Gp130 es un receptor capaz de ser activado por varias citoquinas incluyendo la interleuquina 6/11, 
el factor inhibitorio de la leucemia (LIF) y la cardiotrofina-1 (CT-1). La activación de este receptor 
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conduce a la activación de MAPK y de la vía de JAK/STAT [359]. Concretamente, STAT-3 se 
transloca al núcleo en respuesta a la activación de Gp130 y resulta en la inducción de genes 
implicados en la hipertrofia cardiaca y en vías de supervivencia [360]. Por tanto, una 
sobreexpresión o sobreactivación de STAT-3 es suficiente para inducir hipertrofia en los 
cardiomiocitos [361, 362]. Además, esta vía es fundamental para la adaptación del corazón al estrés 
biomecánico porque también promueve la supervivencia de los cardiomiocitos. 
2.1.2.8 MMP 
Las metaloproteinasas de la matriz (MMP) son una familia de enzimas implicadas en el 
metabolismo de la matriz y que se regulan al alza en el remodelado cardiaco que ocurre tras un 
infarto de miocardio. Además, la activación de las MMPs parece contribuir a la dilatación 
progresiva del corazón insuficiente [363]. En este sentido, la inhibición de las MMPs atenúa la 
hipertrofia cardiaca y la dilatación secundaria a una sobrecarga de presión [364]. 
2.1.3 PROGRAMA DE GENES HIPERTRÓFICOS 
Las vías de señalización intracelular que se activan durante el proceso hipertrófico están acopladas a 
factores de transcripción que en el núcleo regulan las alteraciones a largo plazo que se producen en 
determinados genes asociados con la hipertrofia cardiaca. La hipertrofia patológica se ha asociado 
con la regulación al alza de genes fetales entre los que se encuentran el péptido natriurético atrial 
(ANP), el péptido natriurético cerebral (BNP), la α-actina esquelética (SKA), la cadena ligera de la 
miosina atrial (MLC-1) y la cadena pesada de la β-miosina (β-MHC) y con la regulación a la baja 
de genes expresados a niveles altos en condiciones normales en el ventrículo izquierdo como la 
cadena pesada de la α-miosina (α-MHC) y la SERCA2a [365-367].  
De entre todos ellos, la cadena pesada de la miosina (MHC), que es el componente fundamental de 
la miosina, el complejo proteico responsable de la contracción en las células musculares, es el que 
con más frecuencia se ha asociado con el proceso hipertrófico. En roedores, la β-MHC es la 
isoforma predominante en el corazón neonatal, pero se regula a la baja poco después del nacimiento 
cuando se expresa la α-MHC [368]. En la hipertrofia patológica se observa un incremento en la 
expresión de la β-MHC y una disminución de la α-MHC que puede suponer una respuesta 
INTRODUCCIÓN. Hipertrofia e insuficiencia cardiaca 
64 
 
adaptativa, puesto que la β-MHC cataliza la hidrólisis del ATP de forma más lenta que la α-MHC, 
dando lugar a una función contráctil con un menor gasto energético [369-371]. 
Sin embargo, la reexpresión de genes fetales no ocurre en todos los modelos de hipertrofia y aún no 
se conoce el impacto directo de la misma.  
Para complicar aún más el escenario, algunos modelos en los que el fenotipo cardiaco es normal se 
han asociado también con una reexpresión del programa fetal [372]. 
2.1.4 HIPERTROFIA FISIOLÓGICA Y PATOLÓGICA 
La hipertrofia cardiaca se puede clasificar a grandes rasgos en fisiológica (normal) o patológica 
(perjudicial). El crecimiento fisiológico del corazón incluye el crecimiento post-natal, el 
crecimiento inducido por el embarazo y la hipertrofia cardiaca inducida por el ejercicio. Por el 
contrario, el crecimiento patológico ocurre en respuesta a una sobrecarga de presión o volumen 
durante una patología como la hipertensión o patologías valvulares, en respuesta a un infarto de 
miocardio o isquemia asociada con enfermedad coronaria o anomalías en la función cardiaca que 
conducen a una cardiomiopatía, como pueden ser alteraciones genéticas o diabetes.  
Tanto la hipertrofia fisiológica como la patológica se asocian con un incremento en el tamaño del 
corazón, sin embargo, la hipertrofia patológica también se asocia con una pérdida de cardiomiocitos 
y un reemplazo de los mismos por tejido fibrótico y viene acompañada de disfunción cardiaca y un 
aumento del riesgo de padecer insuficiencia cardiaca y muerte súbita [373, 374]. Por el contrario, la 
hipertrofia fisiológica se asocia a una estructura cardiaca normal o incluso una mejora en la función 


























Figura 26. Diferencias entre la hipertrofia fisiológica y patológica. (Modificado de Bernardo BC. et al., 2010) 
 
2.1.4.1 HIPERTROFIA CONCÉNTRICA Y EXCÉNTRICA 
La hipertrofia patológica y fisiológica tradicionalmente se ha dividido en concéntrica y excéntrica. 
Estas clasificaciones se basan en cambios en la forma que dependen del estímulo inicial [378, 379]. 
Se llama hipertrofia concéntrica a la que se desarrolla con un incremento en el grosor de la pared 
del ventrículo y la masa del corazón y con una pequeña reducción o sin cambios del volumen de la 
cámara. Se caracteriza por un patrón de adición de sarcómeros en paralelo que conduce a un 
incremento en la anchura de los miocitos. La hipertrofia excéntrica es la que se caracteriza por un 
incremento en la masa cardiaca acompañado de un incremento del volumen de la cámara. El grosor 
de la pared ventricular puede ser normal o estar incrementado o disminuido. La adición de los 
sarcómeros en este caso es en serie y conduce a un incremento en la longitud de los miocitos [378].  
Estímulos patológicos que causan una sobrecarga de presión como la estenosis aórtica o la 
hipertensión, producen un incremento en el estrés de la pared en la sístole que resultan en una 
hipertrofia concéntrica [378]. Por el contrario, estímulos que causan sobrecarga de volumen como 
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las fístulas arteriovenosas producen un incremento en el estrés de la pared en la diástole que resulta 
en una hipertrofia excéntrica [378, 379].  
Los estímulos fisiológicos pueden producir también hipertrofia concéntrica o excéntrica. Un 
ejercicio aeróbico o el embarazo aumentan el retorno venoso al corazón dando lugar a una 
sobrecarga de volumen y por tanto una hipertrofia excéntrica [275, 379, 380]. Este tipo de 
hipertrofia excéntrica se caracteriza por un aumento del tamaño de la cámara proporcional con los 
cambios que se producen en el grosor de la pared, mientras que la hipertrofia excéntrica que se 
establece como consecuencia de un estímulo patológico generalmente se asocia con un 
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2.1.4.2 CARACTERÍSTICAS DE LA HIPERTROFIA FISIOLÓGICA Y 
PATOLÓGICA 
A pesar de que se pueden producir aumentos de tamaño comparables, la hipertrofia fisiológica y la 















Tabla 3. Características de la hipertrofia fisiológica y patológica 
 
2.1.4.2.1 CARACTERÍSTICAS ESTRUCTURALES Y FUNCIONALES 
La hipertrofia cardiaca se asocia con un remodelado estructural de los componentes de las paredes 
ventriculares para dar cabida a los miocitos con un tamaño aumentado, incluyendo cambios en la 
red de colágeno fibrilar y la angiogénesis. En condiciones basales o durante la hipertrofia 
fisiológica la red de colágeno fibrilar confiere una integridad estructural a los miocitos embebidos 
en esa red, que les facilita la contracción y se traduce en una función de bomba eficiente [268]. La 
hipertrofia patológica se asocia a muerte celular por apoptosis o necrosis y a una pérdida de 
miocitos que se reemplazan con colágeno (proceso fibrótico). El colágeno fibrilar más abundante en 
la fibrosis es el tipo 1. Una acumulación excesiva de este colágeno da rigidez al ventrículo y 
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INTRODUCCIÓN. Hipertrofia e insuficiencia cardiaca 
68 
 
dificulta la contracción y relajación impidiendo el acoplamiento eléctrico de los miocitos cardiacos 
con las proteínas de matriz extracelular y reduce la densidad de capilares. Esta fibrosis y la 
reducción en la densidad de capilares aumenta la distancia de difusión del oxígeno, dando lugar a 
isquemia cardiaca, que podría contribuir a la transición de hipertrofia a insuficiencia cardiaca [268]. 
2.1.4.2.2 METABOLISMO CARDIACO 
En el corazón normal sano, la oxidación de ácidos grasos es la principal vía metabólica responsable 
de la generación de energía, dando lugar al 60%-70% de la generación de ATP [381]. El 
metabolismo de la glucosa y el lactato suponen aproximadamente un 30% de la producción de ATP.  
El corazón es capaz de cambiar los sustratos energéticos dependiendo de la carga y de la 
concentración relativa de estas moléculas energéticas en el torrente sanguíneo [381]. Esta capacidad 
de cambiar el sustrato se considera un mecanismo adaptativo que permita al corazón tener un 
abastecimiento continuo de ATP en condiciones fisiológicas (ayuno, ejercicio...) 
La hipertrofia cardiaca patológica se asocia con una disminución en la oxidación de ácidos grasos y 
un incremento en el metabolismo de la glucosa [382-384]. Este cambio de sustrato principal puede 
ser un mecanismo protector, que permite al corazón producir más ATP por molécula de oxígeno 
consumida [385]. 
Por el contrario, en la hipertrofia fisiológica inducida por el ejercicio se observa un incremento 
tanto en la oxidación de ácidos grasos como en la oxidación de glucosa [386]. 
2.1.4.2.3 CARACTERÍSTICAS MOLECULARES 
Desde finales de la década de los 70 se sabe que la hipertrofia fisiológica inducida por ejercicio 
físico o por la hormona tiroidea, se asocia con aumentos de la actividad ATPasa de la miosina y un 
incremento de la contractilidad, mientras que la hipertrofia patológica se asocia con una 
disminución de la actividad ATPasa de la miosina [387, 388]. Además, el patrón génico difiere 
entre la hipertrofia fisiológica y la patológica [389]. La hipertrofia patológica se asocia con 
alteraciones en las proteínas contráctiles (cadena pesada de la α- y β-miosina) aumento en la 
expresión de genes fetales (ANP, BNP y α-actina esquelética) y disminución de las proteínas 
relacionadas con la homeostasis del calcio como la SERCA2a. 
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2.2 INSUFICIENCIA CARDIACA 
La insuficiencia cardiaca es la principal causa de morbilidad y mortalidad en los países 
desarrollados. La incidencia de la insuficiencia cardiaca continúa aumentando en mayores de 65 
años y afecta casi a 1 de cada 100 individuos [390]. Las causas más frecuente de desarrollo de 
insuficiencia cardiaca es la aterosclerosis y una enfermedad isquémica concomitante. Pero, además, 
otras causas importantes incluyen la hipertensión, que conduce a hipertrofia que puede degenerar en 
una cardiomiopatía dilatada e insuficiencia cardiaca, cardiomiopatías dilatadas no isquémicas y 
causas genéticas.  
La insuficiencia cardiaca inicialmente implica un fallo en el miocardio, que da lugar una 
disminución de la función cardiaca, pero rápidamente afecta a otros órganos en los sistemas 
neurohumoral, vascular y renal. Los pacientes con insuficiencia cardiaca, de hecho, presentan una 
activación crónica del sistema nervioso simpático, derivado de un cambio maladaptativo destinado 
a mantener la función cardiaca.  
2.3 REMODELADO ELÉCTRICO EN HIPERTROFIA E 
INSUFICIENCIA CARDIACA 
2.3.1 FISIOLOGÍA DE LOS MIOCITOS CARDIACOS. POTENCIAL DE 
ACCIÓN CARDIACO (PA) 
Las células cardiacas en reposo mantienen un potencial de membrana que oscila entre -80 y -90 
mV. El ion encargado de mantener dicho potencial es el potasio (K+) ya que la membrana es más 
permeable para el potasio que para otros iones. Así, el K+ fluye al exterior o al interior de la célula 
compensando las cargas a ambos lados de la membrana, de forma que la diferencia de potencial sea 
siempre la misma. Este gradiente de concentraciones se mantiene gracias a la actividad de distintas 
bombas, principalmente la bomba Na+/K+ y el intercambiador Na+/Ca2+ (NCX), presentes en las 
membranas de los cardiomiocitos. Los iones Na+ penetrarán al interior de la célula mientras que los 
iones de K+ tenderán a salir siguiendo un gradiente de concentraciones. A niveles negativos de 
potencial de membrana los canales de Na+ están cerrados y no permiten el paso del Na+ al interior 
de la célula. La bomba Na+/K+ está activa, de tal forma que saca Na+ de la célula a la vez que 
permite la entrada de K+ contra gradiente de concentración en razón 3:2. Además, existe un canal de 
K+ cuya activación genera una corriente de entrada de K+ denominada corriente de rectificación de 
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entrada (IK1), que a potenciales negativos se encuentra abierto favoreciendo la entrada de K+ al 
interior de la célula. Por tanto, el citosol es un medio rico en K+ y bajo en Na+, al contrario que el 
medio extracelular. 
Durante la excitación eléctrica, las células pueden variar su potencial de membrana, 
desencadenando el potencial de acción. La onda eléctrica que llega a los miocitos modifica las 
propiedades de la membrana dando lugar a la activación de canales iónicos que dejan pasar iones 
como el Na+ y el Ca2+.  
El potencial de acción consta de cinco fases, dos fases en las que se produce una despolarización del 
potencial de membrana (se desplaza a valores más positivos)  al activarse corrientes de Na+ y Ca2+. 
Y otras dos fases en las que se restablece el potencial de reposo o fases de repolarización, en las que 
el potencial de membrana se hace más negativo al activarse corrientes de K+ repolarizantes.  
FASE 0. DISPARO DEL PA 
En estado de reposo, los canales de K+ se encargan de mantener el potencial de membrana, pero al 
alcanzarse el umbral de disparo del potencial de acción, en torno a los -65 mV, los canales de Na+ 
se abren rápidamente, dando lugar al disparo del potencial de acción. Durante un corto espacio de 
tiempo, entra mucho Na+ al interior celular y la membrana se despolariza (se hace menos negativa), 
alcanzando valores de en torno a -40 mV. Tras unos segundos los canales selectivos para el Na+ se 
inactivan y comienza la repolarización 
FASE 1. REPOLARIZACIÓN TEMPRANA 
El final de la fase 0 se alcanza cuando se inactivan los canales de Na+ y se activan los de K+. En esta 
fase, se produce una repolarización rápida llevada a cabo por la corriente transitoria de potasio (Ito). 
La duración de esta fase es variable en función de la especie y de la región anatómica del corazón 
[391, 392]. Así, los potenciales de acción de las células de la zona apical y de las células de 
Purkinje presentan una fase 1 más grande que las células del septum.  
FASE 2. FASE DE MESETA (PLATEAU) 
La fase 2 es una etapa repolarizadora más lenta que la anterior ya que la corriente de calcio tipo L 
(ICaL) previene la repolarización llevada a cabo por las corrientes de K+. La corriente repolarizante 
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más importante en esta fase es la corriente de rectificación retardada de K+ (IK), tanto el 
componente rápido (IKr) como el componente lento (IKs). La Ito también puede contribuir en la fase 
temprana de la meseta. La corriente despolarizante más importante en esta fase del PA es la 
corriente de calcio tipo L, aunque se ha descrito una contribución de la corriente de sodio (INa) que 
se inactiva lentamente.  
FASE 3. REPOLARIZACIÓN TARDÍA 
La inactivación de los canales de Ca2+ marca el final de la fase de meseta. En este punto solo las 
corrientes repolarizantes permanecen activadas y, por tanto, la restauración del potencial de 
membrana será más rápida. Cuando el potencial se hace más negativo, la IK se inactiva y predomina 
la IK1. 
FASE 4. FASE DE LENTA DESPOLARIZACIÓN DIASTÓLICA 
En las células no automáticas, el potencial de reposo permanece constante durante la diástole. En 
estas células, la IK1 es la corriente que predomina durante el estado de reposo. Así, las células 
mantienen un potencial de reposo estable hasta que un nuevo estímulo eléctrico lo varía, llevándolo 
hasta el umbral que desencadenará un nuevo PA. 
En las células automáticas, el potencial de membrana en la fase 4 no permanece constante. Se 
produce una lenta despolarización espontánea que lleva el potencial de membrana hasta el potencial 
umbral dando lugar al disparo del PA. En estas células el potencial de reposo oscila entre -50 mV y 
-60 mV y son menos permeables al K+, lo que explica que la repolarización sea menor. Las 
corrientes de Ca2+ son las encargadas de disparar el PA, lo que explica que el disparo sea más lento. 
PERIODO REFRACTARIO 
Se llama periodo refractario al intervalo de tiempo durante el cual no se puede establecer un 
segundo PA. Aunque se produce en todas las células excitables, la duración del mismo en las 
células cardiacas es más larga que en otras células como neuronas y células del músculo 
esquelético.  
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2.3.2 CORRIENTES IÓNICAS IMPLICADAS EN EL PA 
Durante el PA se producen intensas variaciones de voltaje. En primer lugar tiene lugar una 
despolarización y a continuación un retorno al potencial de reposo. Todas estas variaciones del 
voltaje son consecuencia de la activación de varias corrientes iónicas.  
En los cardiomiocitos, la recuperación de la excitabilidad por repolarización de la membrana celular 
está controlada por un delicado balance entre las corrientes de entrada y salida de iones. Un 
incremento relativo de las corrientes de entrada frente a las de salida de iones conduce a la 
prolongación del potencial de acción.  
2.3.2.1 CORRIENTES DE SODIO (INa) 
La INa es la corriente encargada de excitar las células cardiacas de la aurícula, el ventrículo y las 
fibras de Purkinje. Es una corriente despolarizante de entrada, cuyo canal permanece cerrado 
durante el potencial de reposo. Se activa en la fase 0 del PA cuando se alcanza el potencial umbral. 
Durante un periodo corto de tiempo fluyen iones Na+ al interior celular, dando lugar a la 
despolarización de la membrana. A su vez, se desencadena la inactivación rápida del canal y la 
activación de canales de K+ y Ca2+. Una vez desencadenado el PA es la bomba Na+/K+ la encargada 
de restablecer el gradiente de Na+ en el interior celular.  
Este canal se regula por diversos neurotransmisores como la noradrenalina, y diversas quinasas 
como la PKA y la PKC que modifican la cinética del canal. El cadmio, el zinc y la tetrodotoxina 
(TTX) bloquean el canal de Na+. 
2.3.2.2 CORRIENTES DE CALCIO  
Hay dos tipos de canales por donde puede fluir el calcio, el canal de Ca2+ tipo L (del inglés long 
lasting, larga duración) y el canal de Ca2+ tipo T (transient current, o corriente transitoria y Tiny 
conductance o conductancia minúscula). 
La corriente de calcio tipo T (ICaT) es una corriente de bajo umbral, cinética rápida y conductancia 
pequeña. Se activa e inactiva a potenciales de membrana cercanos al potencial de reposo y su 
inactivación es muy rápida. Es relativamente insensible a las dihidropiridinas o al cadmio, pero se 
bloquea con níquel. En el ventrículo esta corriente aparece sobre todo en estadios fetales y 
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desaparece posteriormente. Sin embargo, puede reaparecer en situaciones como la hipertrofia donde 
se reexpresan genes fetales [393]. 
La ICaL o corriente de alto umbral requiere una despolarización significativa del potencial de 
membrana para su activación y su inactivación es lenta. En situaciones basales, la conductancia es 
dos veces mayor que la del canal de calcio tipo T. Se activa a potenciales de membrana más 
despolarizados que la INa y de forma más lenta. Su umbral de activación es de -35 mV y alcanza el 
pico de corriente en torno a los 0 mV. Los canales de calcio tipo L son selectivos para ciertos iones 
divalentes como el Ba2+ y el Sr2+ y se bloquean con Mn2+, Co2+, La2+ o fármacos antagonistas del 
Ca2+ como el verapamilo. La ICaL produce una corriente de entrada sostenida que da lugar a una 
larga despolarización, responsable de la meseta del PA.  
2.3.2.3 CORRIENTES DE POTASIO  
Los canales de K+ proporcionan corrientes de salida de iones que dan lugar a la repolarización. 
Actúan en la fase 1 del PA o de repolarización temprana, la fase 3 y en la fase de mantenimiento del 
potencial de reposo. Se han descrito distintos tipos de canales selectivos al K+ en miocitos [394]: 
La Ito o corriente transitoria de potasio, cuya amplitud depende del potencial de membrana, es la 
responsable de la fase 1 del PA. La amplitud de esta corriente también depende de la frecuencia de 
estimulación (es menor a altas frecuencias de estimulación, dando lugar a prolongaciones del PA). 
La densidad del canal que codifica la Ito difiere en función de la localización de la célula en el 
miocardio, de la especie y la edad [391, 395, 396]. Se activa rápidamente con la despolarización y 
es mayor a potenciales muy despolarizados. El umbral de activación es de en torno a -30 mV. La Ito 
tiene una naturaleza transitoria. Su rápida activación es seguida por la inactivación durante la 
meseta del PA y a causa de su dependencia del voltaje y su curso temporal, se opone a la ICaL. La Ito 
está constituida por dos componentes que se ha descrito que utilizan canales físicamente diferentes, 
la Ito1 y la Ito2 [397]. La Ito1 es una corriente de K+ independiente de la concentración de Ca2+ 
intracelular y sensible a 4-aminopiridina (4-AP) y la Ito2 es dependiente de Ca2+ y menos sensible a 
la 4-AP pero más sensible al cloruro de tetraetilamonio (TEA). La Ito1, parece ser la responsable de 
la mayor parte de la repolarización que tiene lugar en la fase 1 del PA. Esta a su vez está constituida 
por dos componentes, un componente de inactivación rápida o Ito-fast (Itof) y otro de inactivación 
lenta Ito-slow (Itos) [398]. 
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La Ito1, sensible a 4-AP, se activa a potenciales cercanos a -30 mV de forma rápida, sin embargo, la 
inactivación es algo más lenta.  
La IK o corriente de rectificación retardada de potasio es la corriente repolarizadora más importante 
implicada en la fase 3 de repolarización del PA [399, 400]. La IK se activa lentamente en torno a los 
-40 mV y no se inactiva con el tiempo, por tanto, la IK aumenta gradualmente durante la 
despolarización sostenida cuando los voltajes oscilan a nivel de la meseta del PA. Existen varios 
subtipos de canales de esta corriente con diferentes conductancias, el IKr (IK, rapid) y el IKs (IK, slow) 
La IK(Ca) es una corriente de potasio activada por Ca2+, que se activa en presencia de altas 
concentraciones de Ca2+ citosólico. Ayuda a la terminación del PA [401]. 
La IK1  es una corriente de rectificación de entrada. Su papel principal se relaciona con el 
mantenimiento del potencial de reposo.  Tiene la peculiaridad de funcionar como una corriente de 
entrada cuando los potenciales están muy hiperpolarizados, pero es raro que esto ocurra. En 
condiciones normales es una corriente de salida. 
La IK(ATP) es una corriente rectificadora de entrada de potasio sensible a los niveles de ATP 
citosólicos. Permanece inactiva a niveles normales de ATP pero cuando las concentraciones de ATP 
son menores de 0.5 mM, estos canales se activan favoreciendo el acortamiento del PA 
La IK(Ach) es similar a la IK1, pero se activa por unión de la acetilcolina (Ach) a su receptor 
muscarínico. Es un mecanismo importante en la modulación de las propiedades eléctricas del 
corazón mediante estimulación vagal.  
2.3.2.4 CORRIENTES DE CLORO  
Los canales selectivos de cloro dan lugar a una corriente adicional de repolarización durante la fase 
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2.3.2.5 CORRIENTE ACTIVADA POR HIPERPOLARIZACIÓN (If) 
La If parece ser una de las corrientes implicadas en la actividad marcapasos [406]. El subíndice f 
proviene del inglés funny, divertido, por las inusuales características de esta corriente. No es 
selectiva para K+ ya que depende de Na+ y K+ 
Es una corriente lenta de entrada, activada por hiperpolarización y presente sobre todo en células 
automáticas.  
2.3.3 ASPECTOS GENERALES DEL REMODELADO ELÉCTRICO 
Se sabe que los pacientes con hipertrofia documentada por ecocardiografía presentan un riesgo más 
elevado de desarrollar arritmias, lo que supone un componente importante de la mortalidad asociada 
con la hipertrofia cardiaca [407]. Los mecanismos implicados en el desarrollo de estas arritmias son 
multifactoriales, pero se deben, al menos en parte, a alteraciones en las corrientes iónicas que dan 
lugar a prolongaciones en los potenciales de acción ventriculares. El retraso en la recuperación de la 
excitabilidad que resulta de esa prolongación del potencial de acción cardiaco, que es muy frecuente 
en la hipertrofia [408, 409], predispone a la aparición de post potenciales tempranos y tardíos. La 
hipertrofia también se relaciona con fibrosis, desacoplamiento eléctrico entre células, conducción 
enlentecida y dispersión o refractariedad, todo lo cual predispone a la aparición de arritmias de re-
entrada. Este remodelado eléctrico en su conjunto es la causa subyacente a la propensión a 
arritmias, síncope y muerte súbita en los pacientes hipertróficos. 
Además, las alteraciones en los flujos de calcio en la célula también contribuyen a la patogénesis de 























Figura 28. Corrientes implicadas en el potencial de acción cardiaco y canales que codifican estas corrientes. 
 
Como se ha explicado previamente, las corrientes de entrada activas durante la fase de 
repolarización incluyen la corriente de calcio tipo L (ICaL), que está activa en la fase 2 del potencial 
de acción y además, la corriente de entrada mediada por el intercambiador sodio/calcio (INCX), que 
está activa en la fase 3. La corriente de calcio tipo T normalmente no se encuentra en los miocitos 
ventriculares, pero se regulan al alza en algunos modelos de insuficiencia cardiaca. Las corrientes 
de salida del miocito ventricular son numerosas y muy complejas y son muy variables entre 
especies. Estas corrientes de potasio incluyen al menos dos isoformas de la corriente transitoria de 
salida de potasio (Ito), que controla la repolarización rápida de la fase 1, y establece el nivel de 
voltaje de la fase 2 de meseta. En la zona terminal de la fase 2 se activan las corrientes 
rectificadoras de potasio (IKr, IKs y a veces IKur). Durante la fase terminal de la repolarización y en la 
diástole, las corrientes rectificadoras de entrada de potasio IK1 son muy importantes.  
Las características electrofisiológicas del tejido ventricular son heterogéneas a lo largo de la pared 
del ventrículo y esta heterogeneidad es la responsable de un gran número de procesos fisiológicos. 
En este remodelado adaptativo  que se produce durante la hipertrofia están implicados los 
cardiomiocitos, elementos de la matriz extracelular, fibroblastos y la vasculatura coronaria. La 
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mayor parte de estas respuestas adaptativas son beneficiosas a corto plazo, pero a largo plazo se 
convierten en maladaptativas, dando lugar a una descompensación progresiva.  
2.3.4 CAMBIOS EN LA DURACIÓN DEL POTENCIAL DE ACCIÓN 
Tanto en la hipertrofia cardiaca como en la insuficiencia se observa muy frecuentemente un 
aumento en la duración del potencial de acción, al contrario de lo que ocurre en la fibrilación 
auricular. En enfermedades como la insuficiencia cardiaca se produce una disminución de las 
corrientes de salida de iones dando lugar a una prolongación en la duración del potencial de acción. 
De esta forma, en un gran número de modelos de insuficiencia cardiaca se observa una disminución 
de las corrientes repolarizantes, especialmente en la Ito, secundaria a una disminución de la 
expresión de las subunidades del canal de potasio que codifican para esta corriente (Kv4.2 y Kv4.3) 
[408, 410]. De hecho, entre las corrientes de potasio activas en el corazón, una disminución de la 
densidad de la Ito es el cambio más observado en la insuficiencia cardiaca. Se sabe poco de los 
mecanismos de regulación de esta corriente en la patología, aunque generalmente la disminución de 
la densidad de corriente se correlaciona con menor expresión de los niveles transcripcionales del 
canal que la codifica. Por el contrario, en la hipertrofia cardiaca, el aumento de la duración del 
potencial de acción más frecuentemente depende de un aumento de las corrientes de entrada de 
calcio, particularmente en modelos en los que no se produce una hipertrofia muy marcada. De 
hecho se ha sugerido que la densidad de los canales de calcio tipo L correlaciona de forma inversa 
con la gravedad de la hipertrofia o de la disfunción ventricular, así en modelos de hipertrofia leve a 
moderada la ICaL se encuentra frecuentemente aumentada, mientras que en modelos de hipertrofia 
grave o insuficiencia la ICaL no se modifica frente a los niveles control o se encuentra disminuida 
[408]. 
2.3.5 CAMBIOS EN LAS CORRIENTES DE CALCIO 
En la hipertrofia cardiaca se producen alteraciones en el metabolismo del calcio que conducen a un 
desajuste en la contracción y la transcripción génica. Los transitorios de calcio aumentan en la 
hipertrofia [411] así como la corriente de entrada de calcio ICaL [408, 412, 413]. Sin embargo, en la 
insuficiencia cardiaca los mecanismos que se alteran en la regulación del calcio intracelular son 
diferentes a los de la hipertrofia cardiaca. En este caso las concentraciones de calcio intracelular 
disminuyen dando lugar a una función contráctil disminuida. Además, los niveles de calcio 
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diastólicos suelen estar aumentados en el corazón insuficiente, dando lugar a una disfunción 
diastólica. Los mecanismos que subyacen a estas alteraciones en la homeostasis del calcio implican 
fallos en la regulación de la SERCA, del receptor de la rianodina y alteraciones en la recaptación 
del calcio por el retículo debidas a la menor expresión de la SERCA y a alteraciones en la 
fosforilación del fosfolambano, el principal regulador de la actividad de la SERCA [414]. Pero en 
los dos casos, las alteraciones en la homeostasis del calcio intracelular contribuyen a la activación 
de quinasas y fosfatasas, entre las que se encuentran las MAPK, la PKC y la calcineurina [415]. 
Todos estos cambios dan lugar a modificaciones en la regulación génica, que contribuyen a la 
progresión de la enfermedad.  
2.3.6 INTERCAMBIADOR SODIO-CALCIO 
El intercambiador sodio-calcio (NCX) es uno de los principales mecanismos de eliminación del 
calcio durante la diástole, cataliza el intercambio bidireccional de tres iones sodio por un ion calcio, 
por lo tanto, en cada ciclo se mueve hacia el interior una carga neta positiva de forma que se genera 
una corriente transmembrana de una magnitud aproximadamente igual a la mitad de la corriente de 
calcio tipo L. La expresión del NCX es máxima en el neonato y disminuye con el tiempo [416]. En 
varios modelos de insuficiencia cardiaca, los niveles de expresión proteica y la actividad del NCX 
se encuentran incrementados [417]. Se ha propuesto que este puede ser un mecanismo adaptativo 
para preservar el metabolismo del calcio y aumentar la función cardiaca y la lusitropía. Pero por 
otro lado, un incremento del NCX cardiaco puede dar lugar a una depleción de las reservas de 
calcio intracelular [418] y comprometer la función sistólica [419] y dar lugar a arritmogénesis [420-
422]. En modelos de hipertrofia cardiaca compensada, sin disfunción sistólica o insuficiencia 
cardiaca, la expresión proteica de NCX también se ha visto aumentada, de forma similar a lo 
observado durante la insuficiencia cardiaca [423]. 
 
2.3.7 REMODELADO DE LOS CANALES DE POTASIO 
En varios modelos de hipertrofia cardiaca se ha observado que el remodelado eléctrico que se 
produce con más frecuencia es una prolongación de la duración del potencial de acción [424-426] y 
esta alteración se debe a modificaciones en las corrientes de potasio. 
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En roedores, se ha observado que en la mayor parte de los modelos de hipertrofia cardiaca, la Ito se 
encuentra disminuida. La Ito está constituida por un componente rápido en la que la recuperación de 
la inactivación es rápida (Itof o Ito1) y un componente lento en la que la recuperación es lenta (Itos o 
Ito2) [427]. La subunidad α de la Itof está codificada en roedores por las subunidades Kv4.2 y Kv4.3 
y el Kv1.4 codifica la subunidad α de la Itos [428].  
Por su parte el KChIP2 es una subunidad auxiliar del canal de potasio que se une al extremo N 
terminal de las subunidades Kv4.2 y Kv4.3 y que parece tener una función dual. El KChIP2 se 
requiere para el transporte de los canales Kv4.2 y Kv4.3 del retículo sarcoplásmico a la membrana 
plasmática y también regula la cinética del canal, acelerando la recuperación de la inactivación de la 
Itof  [428, 429]. 
En el remodelado eléctrico asociado a la hipertrofia, la Itof es la que se modifica más 
frecuentemente, pero sin cambios en la dependencia del voltaje de la activación en el estado 
estacionario, ni de la inactivación, sugiriendo estos datos, que el principal cambio inducido por la 
hipertrofia es una disminución en el número de canales que codifican para la Ito. Asimismo, se ha 
observado una disminución en los niveles de ARNm para las subunidades α (Kv4.2 y Kv4.3) y β 
(KChIP2) de la Itof, que son consistentes con los cambios observados en la corriente [429]. 
Además de las alteraciones en la Itof, en la hipertrofia cardiaca se han observado modificaciones en 
otros canales de potasio como el Kv1.5 [430-432] generalmente relacionadas con la hipertrofia 
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3.  ACOPLAMIENTO EXCITACIÓN-CONTRACCIÓN 
CARDIACO 
El acoplamiento excitación-contracción es el proceso que une la excitación eléctrica del miocito con 
la contracción cardiaca, dando lugar a un bombeo de sangre. El calcio es un segundo mensajero 
ubicuo esencial en la actividad eléctrica cardiaca y es el activador directo de los miofilamentos.  
Actualmente, el mecanismo de acoplamiento excitación-contracción propuesto por Fabiato [433, 
434] es un mecanismo ampliamente aceptado. Según estos trabajos, la onda de despolarización 
durante el PA está acoplada a la contracción por un fenómeno liberado liberación de Ca2+ inducida 
por Ca2+ (CIRC de sus siglas en inglés Calcium-Induced Calcium release).  
Los acontecimientos que tendrían lugar se inician con la entrada de Ca2+ a través de sus canales, 
localizados en los túbulos T, durante la fase 2 del PA. Aunque la cantidad de Ca2+ que entra a través 
de estos canales no es suficiente para inducir la contracción de la célula, este Ca2+ activa la 
liberación de más Ca2+ por el Retículo Sarcoplásmico (RS) a través de los canales de rianodina 
(RyR). La cantidad de Ca2+ liberada por el Retículo es suficiente para producir un aumento de la 






























Figura 29. Mecanismo de acoplamiento excitación-contracción cardiaco (Modificado de Bers DM, 2002) 
 
3.1 CONTROL LOCAL DEL Ca2+ 
Stern en 1992 [435] propuso por primera vez, mediante cálculos teóricos, que el RS no se activaba 
por el aumento global de [Ca2+]i  puesto que esto supondría una gran sensibilidad de los RyRs, ya 
que pequeñas variaciones de este ion inducían la activación total de los RyR. En su teoría, Stern 
proponía que el RS se activaba por el aumento local de Ca2+ que tenía lugar en el espacio 
restringido entre los canales de Ca2+ tipo L y los RyRs.  
Esta teoría se confirmó con el hallazgo de que la apertura de un canal de Ca2+ tipo L se 
correspondía con la apertura de uno o varios RyR, que liberaban Ca2+ en forma de sparks (destellos 
o unidades básicas de liberación de Ca2+ por el RyR) [436, 437]. 
Que el control del Ca2+ sea local implica que los RyR son relativamente insensibles al Ca2+ y solo 
altas concentraciones de calcio intracelular producidas en la cercanía del canal de Ca2+ tipo L 
activan la liberación de Ca2+ del RS [438]. Como el Ca2+ difunde rápidamente, es lógico pensar que 
la distancia física del canal de calcio tipo L y el RS es pequeña [438].  Por tanto, en esta teoría es de 
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extrema importancia la proximidad anatómica entre el canal de Ca2+ y el de RyR y se postula que 
cuando se abre un canal de Ca2+ tipo L, el incremento de [Ca2+]i local activa un pequeño grupo 
(cluster) de RyR produciendo un spark de Ca2+ [439, 440]. 
Aunque el número de canales de rianodina que se abren simultáneamente para dar lugar a un spark 
no se conoce, parece claro que el transitorio global de [Ca2+]i se puede explicar cómo el sumatorio 
espacial y temporal de los sparks de Ca2+ liberados de forma local [439].  
Los sparks son pequeñas cantidades de Ca2+ que se liberan de forma espontánea y local, del RS 
incluso en ausencia de ICaL [441]. También se les denomina unidades elementales de la liberación 
del RS y su capacidad de difusión es tan pequeña que no pueden disparar la contracción por sí 
solos. Sin embargo, durante el acoplamiento excitación-contracción se liberan de forma 
sincronizada un gran número de sparks que dan lugar al transitorio que sí dará lugar a la 
contracción. 
3.2 ACTIVACIÓN DEL RS 
3.2.1 CORRIENTE DE Ca2+ TIPO L (ICaL) 
Como se ha explicado previamente, una despolarización de la membrana induce la activación de la 
corriente, pero la cantidad de Ca2+ que entra al citosol está limitada por la inactivación dependiente 
de Ca2+ mediada por calmodulina [442, 443] y por el propio Ca2+ liberado del RS [444, 445]. Por 
tanto, la liberación de Ca2+ del RS y la ICaL generan mecanismos de retroalimentación negativa en la 
entrada de Ca2+. De hecho, la entrada total de Ca2+ a través de la ICaL se reduce, aproximadamente, 
un 50% cuando comienza la liberación de Ca2+ del RS [446]. En la insuficiencia cardiaca, la 
liberación del RS se encuentra disminuida y se ha observado que la inactivación de ICaL dependiente 
del Ca2+ es menor, ayudando a la prolongación del PA [447]. También se ha observado una 
inactivación dependiente del calcio más lenta cuando la frecuencia de estimulación aumenta, 
fenómeno que se conoce como facilitación y que es dependiente del Ca2+ liberado por el RS [448, 
449]. Si las estimulaciones son demasiado seguidas, el RS no tiene tiempo de cargarse y el 
transitorio global de Ca2+ disminuye [448]. El resultado será una mayor entrada de Ca2+ por el canal 
de calcio tipo L. 
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3.2.2 OTRAS VÍAS 
Además de a través del canal de calcio tipo L, el Ca2+ puede fluir al citosol a través del NCX que 
incorpora al interior celular un ion Ca2+ y saca 3 iones Na+ cuando el potencial se hace positivo, en 
un proceso de funcionamiento en modo reverso [450-452], sin embargo, cuando esta corriente 
coexiste con la ICaL es mucho menos efectiva y más lenta que la ICaL en el disparo del proceso de 
acoplamiento excitación-contracción [453]. Una acumulación de iones Na+ en la hendidura diádica 
o fuzzy zone también puede dar lugar a un funcionamiento en modo reverso del NCX [454-456]. 
Sin embargo, otros autores rechazan esta hipótesis al sostener que los canales de Na+ no están 
próximos a la hendidura diádica [445].  
Esta vía no tiene importancia en situaciones fisiológicas, debido a la primacía de la ICaL, sin 
embargo, parece adquirirla cuando la concentración de Na+ es muy elevada en el interior de la 
célula, cuando la ICaL está disminuida o cuando se sobreexpresa el NCX. 
El canal de calcio tipo T también podría contribuir al acoplamiento excitación-contracción [457, 
458]. Sin embargo no es funcional en la mayoría de las células ventriculares cardiacas y en las 
zonas donde se encuentra (células de Purkinje) su capacidad para activar los canales de rianodina es 
pequeña al no situarse cerca de las hendiduras diádicas, por lo que son colaboradores secundarios 
del acoplamiento excitación-contracción [459]. 
Pero, además de la entrada de Ca2+, se ha propuesto que el proceso de contracción se puede 
desencadenar como consecuencia de variaciones del potencial de membrana que activan los canales 
de RyR sin necesidad de un influjo de Ca2+ [460, 461]. 
3.3 PAPEL DEL RS EN EL ACOPLAMIENTO EXCITACIÓN-
CONTRACCIÓN 
Los componentes fundamentales para la liberación del Ca2+ del retículo son los canales de 
rianodina. La liberación de Ca2+ en forma de sparks de Ca2+ depende de lo cargado que se encuentre 
el retículo, así, si la carga es elevada aumenta la cantidad de Ca2+ disponible para la liberación y la 
fracción de Ca2+ liberada por cada disparo inducido por la ICaL [462]. Esto se debe a que el propio 
Ca2+ del interior del retículo aumenta la probabilidad de apertura del RyR [463] e induce la 
liberación espontánea de Ca2+. Sin embargo, si la carga de Ca2+ del RS es baja, la ICaL puede fallar 
INTRODUCCIÓN. Acoplamiento excitación contracción cardiaco 
87 
 
en la activación del retículo [462], permitiendo así la recarga del mismo al fluir más tiempo el Ca2+, 
tanto a través de canales de Ca2+ tipo L como a través del NCX. 
3.4 EL Ca2+ DESPUÉS DE LA CONTRACCIÓN 
Una vez finalizado el proceso contráctil, todo el calcio que se ha movilizado en el interior celular 
debe retornar a su lugar de origen, para lo cual la célula tiene varios mecanismos tanto a nivel de la 
membrana plasmática como en el retículo. 
En la membrana, el NCX se encarga de sacar el Ca2+ al exterior (saca un ion Ca2+ y mete al interior 
celular 3 Na+), pero también hay una pequeña contribución de la bomba de calcio del retículo 
(SERCA) que incorpora el calcio al retículo de nuevo.  
En general se acepta que la cantidad de Ca2+ que sale por el intercambiador Na+/Ca2+ es equivalente 
a la que entró por el canal de calcio tipo L y la cantidad de Ca2+ transportada por la SERCA es 
similar a la liberada por el RS. De esta forma se conserva la cantidad total de Ca2+ en la célula.  
Existen varias isoformas de la SERCA pero en el corazón predomina la de tipo 2 [464]. Constituye 
aproximadamente el 40% de la proteína del RS y es uno de los mecanismos más importantes para 
reducir el Ca2+ citosólico e iniciar la diástole. Por cada molécula de ATP que se hidroliza se 
acumulan dos iones Ca2+ en el retículo.  
El fosfolambano es un péptido que forma parte de la membrana del RS y se localiza junto a la 
SERCA inhibiéndola [465]. Cuando se produce un aumento de la [Ca2+]i o por estimulación 
adrenérgica, el fosfolambano se fosforila y se disocia de la SERCA, permitiendo su actividad y 
acelerando la recaptación del Ca2+ al RS. El fosfolambano se fosforila en tres sitios diferentes y de 
forma específica por CaMKII en la Treonina 17, por PKA en la Serina 16 y por PKC en la Serina 
10 [466]. 
Además, existe una autorregulación por el propio Ca2+. La calmodulina es crítica en este sistema, en 
el que actúa como sensor intracelular de Ca2+ [467]. La calmodulina es una cadena polipeptídica 
con cuatro dominios específicos para la unión a Ca2+. Cuando no hay Ca2+ en el medio, los cuatro 
dominios están ocupados por Mg2+, pero cuando la [Ca2+]i aumenta, el Mg2+ es desplazado por el 
Ca2+ de tres de los sitios de unión. La forma activa Ca3Mg-calmodulina aumenta la actividad de las 
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bombas del RS y de la membrana cuando [Ca2+]i es alta. Además, inhibe la liberación de Ca2+ por 
los canales de rianodina al reducir su tiempo de apertura [468]. 
3.5 HOMEOSTASIS DEL CALCIO EN LA INSUFICIENCIA 
CARDIACA 
La contractilidad cardiaca viene determinada por la amplitud y cinética del ciclo del calcio, que se 
regula por fosforilaciones y defosforilaciones de las proteínas previamente citadas. Distintas señales 
de estrés, como las que se producen durante la insuficiencia cardiaca, activan proteínas G acopladas 
a receptores β-adrenérgicos que activan la adenilato ciclasa que finalmente da lugar a AMPc y a la 
activación de la PKA. La PKA fosforila un gran número de las proteínas implicadas en la 
contracción del músculo, como el canal de calcio tipo L, los RyR y el fosfolambano [469]. En 
general, se acepta que fallos en la homeostasis del calcio dan lugar a RyR capaces de liberar más 
eventos espontáneos de calcio, que a su vez dan lugar a la salida de calcio del retículo 
sarcoplásmico durante la diástole y una disminución del contenido de calcio del retículo que tendrá 
como consecuencia una disminución de los transitorios de calcio [470-475]. Además, la actividad 
de la SERCA también se encuentra reducida debido a una menor expresión proteica de la misma y a 
una mayor inhibición por parte del fosfolambano [476]. En conjunto, estas alteraciones dan lugar a 
una depleción de la carga de calcio del retículo que tiene como consecuencia una contractilidad 
cardiaca disminuida.  
Se ha establecido que la reducción de la amplitud de los transitorios de calcio, el incremento de su 
duración y de la constante de caída de los mismos empeoran la situación patológica en la 
insuficiencia cardiaca. También se ha postulado que una reducción de la carga de calcio del retículo 
puede dar lugar a una disminución en la amplitud del transitorio y de esta forma provocar una 
disminución de la contractilidad cardiaca [477]. En este sentido, una disminución de la función de 
la SERCA y un incremento del NCX se han propuesto como posibles causas de la disminución de la 
carga del retículo que ocurre durante la insuficiencia cardiaca [478]. 
Por otro lado, se ha descrito que en algunos modelos de insuficiencia cardiaca se produce una 
hiperfosforilación de la RyR en el sitio específico de la PKA que da lugar a la desestabilización del 
canal en el estado cerrado y una salida de calcio del retículo en diástole que da lugar a la reducción 
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del transitorio de calcio que a su vez tiene como consecuencia una disminución de la contractilidad 
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La leptina es una adipocitoquina cuya principal función es la regulación a nivel central de la ingesta 
y del gasto energético [4, 40] y cuyos niveles se encuentran elevados con frecuencia en la obesidad 
[164]. Inicialmente se pensaba que la expresión y la secreción de leptina se limitaba al tejido 
adiposo, sin embargo, actualmente se acepta que puede ser secretada por otros tejidos, incluyendo el 
corazón, donde puede ejercer efectos autocrinos y paracrinos [28, 481]. Además, en el corazón se 
expresan las isoformas a y b del receptor de leptina (OB-Ra y OB-Rb), lo que sugiere que leptina 
puede tener efectos cardiacos directos [7]. 
Existe una amplia evidencia de los efectos pro-hipertróficos de leptina en cardiomiocitos neonatales 
y pediátricos [87-90], sin embargo, hasta la fecha no existen datos relativos al efecto pro-
hipertrófico de leptina en miocitos adultos.  
Por otra parte, hasta la fecha de la realización de la presente tesis doctoral, no existían datos en 
relación a los efectos de leptina en el remodelado iónico o las alteraciones de la homeostasis del 
calcio que frecuentemente se asocian con la patología cardiaca [470, 471, 473-476, 482, 483]. 
Además, se han realizado un gran número de estudios que analizan la asociación entre los niveles 
circulantes de leptina y la enfermedad cardiovascular. Recientemente se ha propuesto que los 
niveles de leptina plasmáticos se correlacionan de forma significativa con la insuficiencia cardiaca 
en ausencia de una enfermedad coronaria establecida [168]. Por otro lado, a nivel celular leptina 
puede ejercer numerosos efectos pleiotrópicos en el miocardio, de tal forma que se ha implicado en 
el remodelado cardiaco a distintos niveles [175] siendo capaz de activar vías proinflamatorias o de 
inhibir la apoptosis de los miocitos cardiacos en determinadas circunstancias.  
Con estos antecedentes, nuestra hipótesis es que leptina puede tener un efecto pro-hipertrófico en 
los cardiomiocitos ventriculares adultos y que esta hipertrofia puede acompañarse de un remodelado 
iónico. Además, proponemos que leptina puede tener un papel importante en el desarrollo de la 
patología cardiaca. Por lo tanto,  los objetivos de la presente tesis doctoral son:  
 
 




1. Estudiar el efecto pro-hipertrófico de leptina en cardiomiocitos ventriculares adultos y las 
vías de señalización intracelular implicadas en ese efecto. 
2. Estudiar el efecto de leptina sobre el remodelado eléctrico en cardiomiocitos ventriculares 
adultos y analizar las vías que pueden participar en ese efecto.  
3. Caracterizar los efectos del tratamiento crónico con leptina sobre la función cardiaca, 
estudiando ex vivo,  el proceso de acoplamiento excitación-contracción en cardiomiocitos 
ventriculares adultos y las proteínas implicadas en el mismo. 
4. Analizar las posibles vías implicadas en los efectos de leptina sobre la contractilidad 
cardiaca.  
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Todos los experimentos se realizaron de acuerdo con las guías de cuidado animal de la Unión 
Europea (European Communities Council ,86/609/EEC) y conforme a la Guía para el Cuidado y 
Uso de Animales de Laboratorio publicada por el U.S. National Institute of Health (NIH Publication 
Nº. 85-23, revisado en 1996). Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de 
Experimentación Animal  de la Universidad Complutense de Madrid 
 
1.  DISEÑO EXPERIMENTAL 
1.1 TRATAMIENTO CON LEPTINA IN VITRO 
Para el estudio in vitro, se obtuvieron cardiomiocitos ventriculares de ratas Wistar macho adultas de 
un peso comprendido entre 150 y 300 gramos. 
Para cada experimento se utilizaron los corazones de dos ratas. Una vez obtenidas las células se 
almacenaron conjuntamente en solución de conservación (store) y a continuación se dividieron en 
los diferentes grupos experimentales. Para el análisis de las vías de señalización implicadas en los 
efectos de leptina, las células se incubaron a tiempos cortos de entre 15 y 60 minutos siguiendo el 








Figura 30. Diseño experimental. Las células obtenidas de los corazones de dos ratas se almacenaron en 
solución de store y después se dividieron en cuatro grupos. Uno se trató con el vehículo y el resto con 
leptina a una concentración de 100 ng/ml durante 15’, 30’ ó 60’. A continuación las células se recogieron 
para realizar Western blot 
 
Una vez determinado el pico de activación de las diferentes vías analizadas, las células se pre-
incubaron con los inhibidores selectivos de cada una de ellas (triciribina inhibidor de Akt; PD-
98059 inhibidor de ERK y Rapamicina inhibidor de m-TOR)  y tras una incubación con leptina 100 
ng/ml durante el tiempo necesario para alcanzar la actividad máxima, los miocitos se recogieron 
para analizar el efecto de los inhibidores sobre sus respectivas vías diana: 
 
 




Figura 31. Diseño experimental. Las células obtenidas de los corazones de dos ratas se almacenaron en 
solución de store y después se dividieron en cuatro grupos. Uno se trató con el vehículo, otro con leptina a 
una concentración de 100 ng/ml otro grupo se trató con el inhibidor correspondiente y otro se pre-trató 
con el inhibidor y posteriormente se trató con leptina durante los tiempos indicados. Las células se 
recogieron para realizar Western blot 
 
Finalmente, para analizar la hipertrofia y el remodelado de los canales iónicos voltaje-dependientes 
inducidos por leptina, las células se trataron siguiendo el esquema que se detalla a continuación: 
 




Figura 32. Diseño experimental. Las células obtenidas de los corazones de dos ratas se almacenaron en 
solución de store y después se dividieron en cuatro grupos. Uno se trató con el vehículo, otro con leptina a 
una concentración de 100 ng/ml otro grupo se trató con el inhibidor correspondiente y otro se pre-trató 
con el inhibidor 1 hora y posteriormente se trató con leptina durante 48 horas. Las células se recogieron 
para analizar el tamaño, para los experimentos de patch clamp y para realizar PCR y Western blot 
 
1.2 TRATAMIENTO CON LEPTINA IN VIVO 
Para los estudios de los efectos del tratamiento in vivo de  leptina sobre la función cardiaca, se utilizaron 
ratones macho de la cepa C57BL6J de 8 semanas de edad. Los ratones se trataron con leptina durante 3 
semanas con una dosis de 0.36 mg/kg/día. El tratamiento se realizó mediante la implantación de bombas 
osmóticas de liberación sostenida, modelo  2004 (ALZET®) con una velocidad de liberación de 0.25 
µl/hora. Tras el sacrificio del animal, se aislaron cardiomiocitos ventriculares en los que se estudió  la 
corriente de calcio tipo L (ICaL) mediante la técnica de patch-clamp en su configuración de célula entera, la 
homeostasis de calcio intracelular mediante la  microscopía confocal y  el análisis de la actividad y expresión  
de las diversas proteínas implicadas en el manejo del calcio intracelular (RyR, NCX, PLB)   mediante la 
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técnica de Western blot. Además, se analizó mediante ELISA la concentración de leptina en los 
cardiomiocitos procedentes de animales controles y tratados con leptina 
El esquema experimental utilizado fue el que se detalla a continuación: 
 
 
Figura 33. Diseño experimental. Los animales se trataron durante tres semanas con solución salina o con 
leptina. Pasado este tiempo se aislaron los cardiomiocitos de estos animales y las células se recogieron para 
analizar el tamaño, para los experimentos de patch clamp y microscopía confocal y para realizar Western 
blot y ELISA. 
 
2.  MÉTODO DE AISLAMIENTO DE MIOCITOS 
VENTRICULARES 
En los estudios in vitro, los miocitos ventriculares fueron aislados de corazones de ratas Wistar, 
macho (150-300 g de peso) 
Las ratas Wistar se heparinizaron (4U.I./g i.p) para evitar la posible formación de trombos y 
posteriormente se anestesiaron con pentobarbital sódico (50 mg/kg i.p.) al que se añadió analgesia 
(buprenorfina, 0.05 mg/kg, i.p). Se comprobó que la rata estaba convenientemente anestesiada 
mediante la determinación de la pérdida del reflejo podal. A continuación se extrajeron los 
corazones y se montaron en un sistema Langendorff de perfusión. La aorta ascendente se canuló y 
se realizó una perfusión retrógrada. 
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Los corazones se perfundieron durante 2-3 minutos a 36-37 ºC con una solución estándar de Tyrode 
(Ver tabla 4) libre de calcio que contenía 0.2 mM de EGTA (la eliminación del calcio en esta fase 
facilita posteriormente la disociación enzimática). A continuación, durante 3-4 minutos 
aproximadamente con la misma solución de Tyrode con 251 U.I/ml de colagenasa tipo II 
(Worthington) y una concentración 0.1 mM de CaCl2. Al finalizar la perfusión, los corazones se 
quitaron del sistema Langendorff y el ventrículo izquierdo (VI) incluido el septum, se cortó en 
pedazos pequeños y se agitó durante 3 minutos en una solución estándar de Tyrode que contenía 0.1 
mM de CaCl2, para dispersar las células. Esta fase de readaptación al calcio es muy importante, ya 
que solo se utilizarán para electrofisiología aquellas células tolerantes al mismo. Además, la 
viabilidad de los cardiomiocitos depende en gran medida de la adaptación o no a este catión. 
La suspensión de células resultante se filtró a través de una malla de nylon y a continuación se 
centrifugó 3 minutos a 20 g. El pellet se resuspendió en una solución estándar de Tyrode que 
contenía 0.5 mM de CaCl2. Finalmente, las células se centrifugaron de nuevo y se resuspendieron 
en una solución de Store que contenía 1mM de CaCl2. 
En los estudios en animales tratados, los miocitos ventriculares se aislaron de corazones de los 
ratones de la cepa C57BL6J de 11 semanas de edad en el momento del sacrificio  
Los ratones se heparinizaron (4U.I./g i.p) y anestesaron con pentobarbital sódico (50 mg/kg i.p.) 
con analgesia (buprenorfina, 0.05 mg/kg, i.p). Se comprobó que los ratones estaban 
convenientemente anestesiados mediante la determinación de la pérdida del reflejo podal. A 
continuación se extrajeron los corazones y la aorta ascendente se canuló bajo lupa. La cánula 
utilizada se rellenó previamente con solución Tyrode estándar. Posteriormente se montaron en un 
sistema Langendorff, en el que se llevó a cabo una perfusión retrógrada a través de la aorta.  
Los corazones se perfundieron durante 1-2 minutos a 36-37 ºC con una solución estándar de Tyrode 
libre de calcio que contenía 0.2 mM de EGTA, y a continuación, durante 2-3 minutos 
aproximadamente con la misma solución de Tyrode con 251 U.I/ml de colagenasa tipo II 
(Worthington) y una concentración 0.1 mM de CaCl2. Al finalizar la perfusión, los corazones se 
quitaron del sistema Langendorff y el ventrículo izquierdo (VI) incluido el septum, se cortó en 
pedazos pequeños y se agitó durante 3 minutos en una solución estándar de Tyrode que contenía 0.1 
mM de CaCl2, para dispersar las células.  
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La suspensión de células resultante se filtró a través de una malla de nylon y a continuación se 
centrifugó 3 minutos a 20. El pellet se resuspendió en una solución estándar de Tyrode que contenía 
0.5 mM de CaCl2. Finalmente, las células se centrifugaron de nuevo y se resuspendieron en una 
solución de Store que contenía 1mM de CaCl2. 
 
 
Tabla 4. Composición de la solución de Tyrode 
 
3.  ESTUDIOS DE ELECTROFISIOLÓGIA: TÉCNICA DE 
PATCH-CLAMP 
La técnica del  parche de membrana  o técnica de Patch Clamp permite estudiar las propiedades de 
los canales iónicos cardiacos voltaje-dependientes que intervienen en el potencial de acción 
cardiaco. El fundamento de esta técnica es que las células tienen capacidad conductora cuando se 
producen variaciones en el potencial de membrana debido a que los canales iónicos dependientes 
del voltaje se activan. Así, cuando una célula recibe un estímulo eléctrico puede conducir la 
corriente al abrirse los canales iónicos presentes en la membrana de la célula.  
Según la ley de Ohm, la intensidad de una corriente que fluye a través de un circuito eléctrico es 
directamente proporcional al voltaje aplicado e inversamente proporcional a la resistencia que 
opone el medio al paso de dicha corriente, si se fija un voltaje, se puede medir la corriente iónica 
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que fluye a dicho potencial (Voltage-Clamp) o si se fija un valor de corriente, se puede medir la 
variación del voltaje para estudiar los potenciales de acción (Current-Clamp) 
Se realizaron registros convencionales en la configuración de célula entera. En esta configuración, 
se forma en primer lugar un sello de alta resistencia entre la pipeta y la membrana. A continuación, 
se realiza una suave succión que abre un orificio que pone en contacto el medio intracelular con el 
interior de la pipeta. Así se pueden estudiar las corrientes de toda la superficie celular. Por tanto, la 
corriente dependerá del número de canales de la corriente unitaria y de la probabilidad de apertura 
de los canales. Según la ecuación de Nernst: 
Vx=(RT/ZF) ln ([X]1/[X]2) 
Donde Vx es la diferencia de voltaje entre el medio intracelular y el extracelular en equilibrio para 
un determinado ion, R es la constante general de los gases, T es la temperatura absoluta, Z es la 




Figura 34. (A) Técnica de patch clamp en la configuración de célula entera. (B) Equipo de patch clamp. (C) 
Imagen de un cardiomiocito con la pipeta de registro. 
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3.1 TRATAMIENTO CON LEPTINA IN VITRO 
Para cada experimento se usaron cardiomiocitos ventriculares de rata adulta divididos en varias 
fracciones según el esquema detallado previamente.  
El circuito de clamp de voltaje incluía un amplificador Axopatch -200B controlado por un 
ordenador equipado con software pclamp (versión 6.0 Axon Instruments) y conectado con el 
amplificador mediante un convertidor analógico-digital (Digidata 322A Axon Instruments). Las 
pipetas de registro se hicieron a partir de capilares de cristal blando de 1.5 mm de diámetro externo 
con un estirapipetas para patch-clamp (P97/PC Sutter Instruments). Cuando se llenaron con 
solución interna, tenían una resistencia de punta entre 0.9 y 2 MΩ.  
Los experimentos de electrofisiología se realizaron a temperatura ambiente (24-26ºC) en miocitos 
ventriculares tolerantes al calcio. Para ello se colocó una alícuota de las células en la cámara de 
registro. Tras unos minutos las células se depositaron en la base de la cámara. A continuación se 
perfundió la cámara con la solución de registro. Después de esto, se colocó la pipeta con la solución 
interna en el soporte, se introdujo la pipeta con una ligera presión positiva en el líquido de perfusión 
y se ajustó a cero la diferencia de potencial existente entre el interior y el exterior de la pipeta. 
Posteriormente con un micromanipulador se aproximó la pipeta a la célula y se tocó la membrana 
celular con la punta de la pipeta. En el momento en el que la pipeta contacta con la membrana 
celular, la señal que se registra en el osciloscopio del que está provisto el equipo, se vuelve muy 
ruidosa. Justo entonces, se liberó la presión positiva y se ejerció una presión negativa mediante una 
ligera succión. De esta forma se consigue un sello perfecto de alta resistencia entre la pipeta y la 
membrana celular. Una vez formado, en el osciloscopio no se observa corriente en respuesta al 
potencial aplicado. Esto es debido a la alta resistencia del sello formado. Para obtener acceso 
eléctrico en esta configuración, hay que romper el sello. La ruptura del sello se obtuvo al aplicar 
una succión brusca, que llevó consigo la fragmentación de la porción interna de la membrana 
delimitada por los bordes de la pipeta. Una vez fragmentada la membrana entraron en contacto el 
interior celular y el interior de la pipeta.  
A continuación se aplicaron los diferentes protocolos para registrar corrientes iónicas, tras dializar 
el interior celular con el líquido de la pipeta para conseguir que las corrientes se estabilizaran.   
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La Ito se determinó mediante el siguiente protocolo: Desde un potencial de reposo de -80 mV se 
aplicaron pulsos despolarizantes desde -30 a +60 mV con incrementos de 10 mV durante 500 ms. 
Se aplicó un prepulso de 25 ms a -40 mV para inactivar la corriente de sodio. La Ito sensible a 4-
Aminopiridina se obtuvo mediante la substracción de las corrientes obtenidas antes y después de la 
aplicación de 4-Aminopiridina 3 mM.  
La densidad de corriente se calculó a partir de la Ito sensible a 4-Aminopiridina normalizada por la 
capacitancia de membrana (Cm). La capacitancia de membrana (Cm) se obtuvo aplicando 
incrementos de ± 10 mV  desde un potencial de fijación de -60 mV y según la ecuación 
Cm = τc Io /∆Em [1- (I∞/Io)] 
Donde τc es la constante de tiempo de la capacitancia de membrana, Io el valor máximo de 
capacitancia, ∆Em la amplitud del incremento de voltaje y I∞ la amplitud de la corriente en el 
estado estacionario. 
La dependencia del voltaje de la activación se estimó de acuerdo a la siguiente fórmula: 
G=I/(Vm-Vrev) 
d∞ (Vm)=G/Gmax 
Donde G es la conductancia de cuerda calculada al potencial de membrana Vm; I es la magnitud de 
la corriente y Vrev es el potencial de reversión aparente de la corriente. d∞ (Vm) es el parámetro de 
activación en el estado estacionario y Gmax es el valor máximo de G. Asumiendo una distribución de 
Bolzmann, los datos normalizados se ajustaron a una curva no lineal para la siguiente ecuación: 
d∞ (Vm)= 1/{1+exp[(V50-Vm)/k]} 
Donde V50 es el potencial al que la conductancia es la mitad del máximo de activación y k es la 
pendiente que describe el ángulo de la curva de activación. 
La dependencia del voltaje de la inactivación en el estado estacionario para la Itof se determinó 
mediante la aplicación de pulsos condicionantes de 2 segundos desde un potencial de reposo de -80 
mV hasta potenciales entre los -60 mV y 0 mV seguidos de un pulso de 500 ms hasta los +40. 
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La corriente (I) obtenida de los diferentes pre-pulsos se normalizó por la corriente máxima obtenida 
(I/Imax). La dependencia del voltaje de la inactivación de la Itof se puede aproximar por una función 
de distribución de Bolzmann: 
I/Imax ={1+exp[(V50-Vc)/k]}-1 
Donde Vc es el voltaje del pulso condicionante, V50 el potencial al que la corriente es la mitad de la 
corriente máxima de inactivación y k es el valor de la pendiente. 
Se analizó también el curso temporal de la reactivación de la Itof mediante un protocolo de doble 
pulso. En primer lugar se aplicó un pulso condicionante de 500 ms (Ic) desde un potencial de reposo 
de -80 mV hasta +60 mV que fue seguido de un pulso test (It) de 200 ms de duración desde un 
potencial de reposo de -80 mV hasta +60 mV en varios intervalos (desde 0.01 hasta 4 s). Los pulsos 
se aplicaron a 0.1 Hz. El pico de la corriente de cada pulso test (It) se normalizó por el  obtenido en 
el pulso control (Ic) y se representó como la duración del intervalo entre los pulsos de voltaje. 
Los datos de la reactivación de la Itof se ajustaron a una función biexponencial con la fórmula: 
y = A1e-1/τ1 + A2e-1/τ2 
Donde y es el ratio de la corriente no reactivada (1-It/Ic) y τ1 y  τ2 son las constantes de tiempo 
rápida y lenta, respectivamente. 
Las soluciones de registro y de llenado de la pipeta utilizadas se detallan en las tablas 5 a 7. 
La ICaL se determinó mediante el siguiente protocolo: Desde un potencial de reposo de -50 mV se 
aplicaron pulsos despolarizantes desde -40 mV a +60 mV con incrementos de 10 mV durante 300 
ms a una frecuencia de 0.2 Hz. La amplitud de ICaL se midió como la diferencia entre la corriente 
medida al pico máximo y la corriente al final del pulso. Para comparar diferentes células, las 
corrientes de cada célula se expresaron como densidad de corriente, calculada como la amplitud de 
corriente normalizada por la capacitancia de membrana. Las soluciones utilizadas para el registro y 
la solución de llenado de la pipeta se detallan en las tablas 8 y 9. 
La IK1 se determinó mediante el siguiente protocolo: Desde un potencial de reposo de -40 mV se 
aplicaron pulsos despolarizantes desde -120 mV a 0 mV con incrementos de 10 mV durante 800 
MATERIAL Y MÉTODOS 
108 
 
ms. La IK1 se midió como la corriente sensible a Ba2+. Las soluciones utilizadas para el registro y 
para el llenado de la pipeta se detallan en las tablas 10 y 11. 
La caracterización de la duración del potencial de acción (PA) se llevó a cabo en la configuración 
de current-clamp. Los potenciales de acción se obtuvieron en intervalos de 2 segundos mediante 
pulsos de corriente con una amplitud 1.5 veces superior al umbral y de una duración de 3 ms. Una 
vez estabilizados los registros, se registraron 10 PA sucesivos.  Los parámetros de los PA para cada 
célula analizada corresponden a la media de esos 10 registros de PA. La duración del PA se midió 
al 20%, 50% y al 90% de la repolarización. Las soluciones utilizadas se detallan en las tablas 12 y 
13. 
 
Tabla 5. Composición de la solución de registro de Ito para los estudios in vitro 
 




Tabla 6. Composición de la solución de registro de Ito con 4-AP para los estudios in vitro 
 
 
Tabla 7. Composición de la solución de interna de Ito para los estudios in vitro 
 
 




Tabla 8. Composición de la solución de registro de ICaL para los estudios in vitro 
 
 
Tabla 9. Composición de la solución interna de ICaL para los estudios in vitro 
 






Tabla 10. Composición de la solución de registro de IK1 para los estudios in vitro 
 
 
Tabla 11. Composición de la solución interna de IK1 para los estudios in vitro 
 
3BaCl2




Tabla 12. Composición de la solución de registro de PA para los estudios in vitro 
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3.2 TRATAMIENTO CON LEPTINA IN VIVO 
Para cada experimento, se usaron cardiomiocitos ventriculares de ratón. Los experimentos de 
electrofisiología se realizaron a temperatura ambiente (24-26ºC) en miocitos ventriculares tolerantes 
al calcio. La corriente de calcio tipo L (ICaL)  se determinó mediante el siguiente protocolo:  
Desde un potencial de reposo de -50 mV se aplicaron pulsos despolarizantes desde -40 mV a +60 
mV con incrementos de 10 mV durante 300 ms a una frecuencia de 0.2 Hz. La amplitud de ICaL se 
midió como la diferencia entre la corriente medida al pico máximo y la corriente al final del pulso. 
Para comparar diferentes células, las corrientes de cada célula se expresaron como densidad de 
corriente, calculada como la amplitud de corriente normalizada por la capacitancia de membrana.  
 
 
Tabla 14. Composición de la solución de registro de ICaL para los estudios in vivo 




Tabla 15. Composición de la solución interna de ICaL para los estudios in vivo 
 
4.  DETERMINACIÓN DEL CALCIO INTRACELULAR 
MEDIANTE MICROSCOPÍA CONFOCAL 
Para analizar la homeostasis del calcio intracelular en cardiomiocitos aislados de ratón adulto se 
utilizó un microscopio confocal Leica SP5. Para la visualización y medición del calcio intracelular 
se cargaron los cardiomiocitos del ventrículo izquierdo de cada animal con un indicador 
fluorescente, 0,66 µM de Fluo-3 AM (acetometilester) (Molecular Probes) disuelto en ácido 
plurónico al 20% en DMSO durante 30 minutos a temperatura ambiente y en condiciones de 
oscuridad. El indicador puede entrar en el cardiomiocito en forma de éster y disuelto en ácido 
plurónico y una vez en el interior las fosfodiesterasas citosólicas liberan el Fluo-3 del residuo AM. 
Este Fluo-3 libre emite fluorescencia al unirse a iones calcio libres. De esta forma se puede analizar 
la cantidad de calcio citosólico presente en la célula en respuesta a un estímulo o en células 
quiescentes. Tras los 30 minutos de incubación con el fluoróforo, se decantaron las células durante 
5 minutos y cuando se formó el pellet se retiró el sobrenadante. A continuación las células se 
reconstituyeron en 500 µl de solución estándar filtrada (Ver tabla 16). Las imágenes se captaron a 
una velocidad de escaneo de 700 Hz. El fluoróforo se excitó a 490 nm y la emisión de fluorescencia 
fue captada entre 500 y 700 nm.  
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Para los experimentos en los que se analizaron los transitorios de calcio se utilizó la técnica de 
estimulación de campo o field stimulation. Las células se estimularon a 2 Hz y se registraron 
imágenes a una velocidad de escaneo de 700 Hz. Los transitorios se analizaron de la siguiente 
forma: 
Se obtuvieron imágenes como las que se muestran a continuación. La flecha negra indica el punto 
en el que se inicia la contracción celular. Desde ese punto se midió el pico de la fluorescencia. La 
amplitud del transitorio se obtuvo de la relación entre el pico de fluorescencia y la fluorescencia 
basal (F/Fo). Asimismo, se analizó la constante de caída de la fluorescencia (τau) y el tiempo de 






Figura 35. Imagen de un transitorio de calcio obtenida mediante microscopía confocal 
 
Además, del análisis de estas imágenes se obtuvo el acortamiento celular, resultado de la diferencia 
de longitud celular al inicio del transitorio y en el punto en el que se observa un acortamiento 





Figura 36. Imagen de la medición del acortamiento celular obtenida mediante microscopía confocal 
 
A continuación, se dejaron de estimular las células y tras unos 30 segundos se registraron los 
eventos espontáneos de liberación de calcio (sparks) en células en reposo, para de esta forma poder 
analizar la cantidad de calcio liberada por el retículo en células quiescentes.  
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De las imágenes así obtenidas se analizaron la frecuencia de aparición de sparks, marcados con una 
flecha negra, así como su duración, anchura y la amplitud entendiéndose esta como la relación entre 
la fluorescencia máxima y la fluorescencia basal (F/Fo) 
  




Figura 37. Imagen de los sparks de calcio obtenida mediante microscopía confocal 
 
Finalmente, para analizar la carga del retículo, se registró la salida de calcio al citosol tras perfundir 
la célula con una solución de cafeína a una concentración de 10 mM. La velocidad de escaneo en 
este caso fue de 400 Hz. Para llevar a cabo este protocolo, las células se estimularon a 2 Hz y tras 
10 estímulos se abrió la perfusión de cafeína. Una vez la cafeína alcanzó la célula, se paró el 
estímulo de campo y se continuó registrando  hasta que el calcio liberado desapareció del 
citoplasma celular. Nuevamente se analizó la amplitud de la fluorescencia (F/Fo) así como la 






Figura 38. Imagen de los registros obtenidos mediante microscopía confocal tras la infusión de cafeína 10 
mM 
 
En estas imágenes obtenidas en células que habían permanecido sin estimular durante al menos 1 
minuto, también se midió la fluorescencia obtenida en el primer transitorio evocado mediante la 
estimulación de campo. 
Potenciación 
 post-reposo Cafeína 
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Para analizar los transitorios, los eventos espontáneos de liberación de calcio y la liberación de 
calcio al retículo tras la perfusión con cafeína, se utilizó el software IDL 8.2.  
 
 
Tabla 16. Composición de la solución estándar para los experimentos con microscopía confocal 
 
5.  RT-PCR CUANTITATIVA 
La PCR o Reacción en cadena de la Polimerasa, desarrollada por Kary Mullis a mediados de los 
años 80 [484] utiliza la replicación del ADN a partir de una secuencia, de manera que es capaz de 
amplificar hasta un millón de veces cantidades muy pequeñas de material genético, obteniéndose de 
esta reacción una cantidad suficiente para ser analizado.  
La polimerasa usa ADN de cadena simple como molde o “templado” para la síntesis de su cadena 
complementaria. Para que esta reacción de síntesis tenga lugar, se necesita además una pequeña 
secuencia o sección de ADN de cadena doble. Los cebadores o “primers” son secuencias cortas de 
oligonucleótidos (aproximadamente 20 nucleótidos) de cadena simple, complementarios a los 
extremos de una secuencia molde. Junto con el ADN de cadena simple, se encargan de formar esta 
sección de cadena doble.  
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El diseño de los cebadores (marcados con sonda) los realizó TIB MOLBIOL teniendo en cuenta la 
estabilidad y complementariedad de estos cebadores con la secuencia a analizar y su especificidad o 
bien se compraron como kit previamente puesto a punto a Applied Biosystems.  
 
Figura 39. Descripción de las fases de desnaturalización, hibridación y elongación de la PCR 
 
5.1 CONTROL INTERNO 
En el desarrollo de la PCR cuantitativa es de suma importancia la utilización de un control 
normalizador que evite los pequeños errores de manipulación del ADN copia (ADNc) generado en 
la retro-transcripción. Puesto que la PCR cuantitativa es muy sensible, cualquier error de pipeteo 
puede interferir con los resultados. Para evitar ese problema, se utilizan controles internos positivos 
y cada muestra  se normaliza por su control.  
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Para elegir el control interno, se tuvo en cuenta que su expresión no se modificara en los distintos 
grupos experimentales estudiados. Para la realización de los siguientes experimentos se utilizó 
como control interno positivo (housekeeping gene) el 18S rRNA. 
Para nuestros experimentos se utilizaron sondas Taqman tanto para los cebadores del gen problema 
como para los cebadores del control interno positivo, marcados con distintos fluoróforos. De esta 
forma, en cada pocillo de la placa se pudieron estudiar el gen diana y su correspondiente control 
positivo. 
5.2 DESARROLLO DE LA TÉCNICA 
Las etapas para el desarrollo de la PCR cuantitativa se detallan a continuación: 
• OBTENCIÓN DE LA MUESTRA 
Las muestras que se utilizaron para la realización de la PCR cuantitativa fueron los miocitos 
procedentes de corazones de rata, tratados con vehículo o con leptina (Ver figura 32). Las células 
tratadas, se centrifugaron a 3000 rpm durante 3 minutos y el precipitado se congeló a -80ºC.  
Las muestras así obtenidas se trataron con TRIzol (Invitrogen) para extraer el ARN total (1 ml por 
cada 5-10 millones de células). Se agitaron en un vortex durante 20 minutos a 4ºC y a continuación 
se dejaron  reposar 10 minutos a 4ºC. Seguidamente, se añadió cloroformo para separar el ADN y  
las proteínas del ARN. Las muestras se agitaron y se mantuvieron en reposo 10 minutos. A 
continuación, las muestras con el TRIzol y el cloroformo se centrifugaron durante 15 minutos a 
13000 rpm a 4ºC. Tras este período, se observan dos fases claras, una fase orgánica en el fondo del 
eppendorf, donde se encuentran el ADN y las proteínas y otra fase acuosa por encima de la fase 
orgánica que contiene el ARN. 
A continuación, ayudados de una pipeta, se recogió la fase acuosa con cuidado de no arrastrar la 
fase orgánica. Una vez obtenida la fase acuosa, se le añadió isopropanol puro en volumen igual al 
de la fase acuosa recogida. El isopropanol facilita  la precipitación del ARN. Las muestras con el 
isopropanol se mantuvieron a -20ºC durante 12 horas. 
Tras estas 12 horas, se centrifugaron las muestras a 4ºC durante 15 minutos a 13000 rpm para 
conseguir precipitar el ARN. Una vez precipitado el ARN retiramos el isopropanol y dejamos secar 
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el ARN para evitar que queden restos de alcohol. Una vez seco, el ARN se lavó con etanol al 75% y 
tras eliminarlo y dejarlo secar bien se añadió un volumen de entre 10 y 30 µl de agua DEPC (0,1%) 
Posteriormente se valoró la cantidad de ARN total con la ayuda de un espectrofotómetro Nanodrop 
(Bio-Rad). El ratio de absorbancia a 260/280 nm que mostraron las muestras estuvo comprendido 
entre 1.8 y 2, lo cual indicaba que la pureza de las muestras era adecuada para continuar con la PCR 
cuantitativa. 
•  TRANSCRIPCIÓN INVERSA 
Para la obtención de ADNc se utilizó un kit de retrotranscripción (Qiagen).  
El protocolo utilizado fue el siguiente. 
Se añadieron 2 µl de gDNA Wipeout Buffer (7X) a 1 µg de ARN y agua libre de RNAasa hasta 
completar 14 µl de reacción. Esta mezcla se incubó durante 2 minutos a 42ºC en un termociclador  
(Bio-Rad). Tras los dos minutos de incubación, los eppendorf que contenían la mezcla se llevaron a 
4ºC y se añadió 1 µl de transcriptasa inversa y 5 µl de una mezcla del tampón de RT y de los 
cebadores suministrados por el kit en una proporción de (4:1). El volumen final de la reacción fue 
de 20 µl. Esta mezcla se incubó en el termociclador a 42ºC durante 15 minutos y posteriormente a 
95ºC durante 3 minutos para inactivar la transcriptasa inversa.  
El ADNc obtenido se mantuvo a -20ºC hasta su utilización.  
•  REACCIÓN EN CADENA DE LA POLIMERASA 
DESNATURALIZACIÓN DEL ADN 
La doble cadena del ADNc se desnaturaliza y se obtienen cadenas simples que después serán el 
molde para los cebadores 
HIBRIDACIÓN 
Mediante la hibridación conseguimos la unión de los cebadores a las regiones complementarias de 
la cadena simple de ADNc, generando “templados” adecuados para la ADN polimerasa 
Los cebadores utilizados se muestran en las tablas 17 y  18. 




Tabla 17. Cebadores utilizados para la PCR suministrados por TIB MOLBIOL 
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EXTENSIÓN O ELONGACIÓN 
En esta fase la ADN polimerasa se activa y comienza la amplificación del ADNc. La ADN 
polimerasa va disponiendo los nucleótidos complementarios a los de las cadenas que actúan como 
moldes y extendiendo los cebadores en dirección 5’ a 3’, produciéndose la elongación de la cadena.  
En el siguiente ciclo, la temperatura se lleva a 95ºC para separar la nueva cadena sintetizada y el 
molde original. Estas hebras de cadena sencilla constituyen los templados para un nuevo ciclo de 
síntesis de ADNc. Estos tres pasos se suceden hasta alcanzar un número determinado de ciclos, 
obteniéndose ADNc amplificado.  
En nuestro estudio, para los cebadores suministrados por Applied Biosystems no se programó fase 
de elongación puesto que el tiempo de paso de temperatura de hibridación a temperatura de 
desnaturalización fue suficiente para que se produjese la elongación. Esto es posible por el pequeño 
tamaño de las fracciones de ADN amplificadas (amplicones) 
Las reacciones de amplificación se llevaron a cabo en placas de 96 pocillos, en un volumen final de 
25 µl. Las reacciones contenían 2 µl de ADNc, 12.5 µl de Premix Ex Taq (TAKARA) y 1 µl de la 
mezcla de cebadores de cada gen y 1 µl de la mezcla de cebadores del control interno (Ver tabla 17 
y 18). El volumen se completó hasta 25 µl con agua ultrapura. 
Cada ADNc se amplificó por triplicado y se añadió un control negativo que no contenía ADNc, 
pero sí la mezcla de cebadores y el Premix de la reacción. 
El programa de amplificación fue el siguiente: 
Para los cebadores diseñados por TIB Molbiol 
 
Tabla 19. Protocolo utilizado para los cebadores suministrados por TIB MOLBIOL 
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Para los cebadores suministrados por Applied biosystems 
 
Tabla 20. Protocolo utilizado para los cebadores suministrados por Applied Biosystems 
 
DETECCIÓN Y ANÁLISIS 
La expresión de cada gen se normalizó por su control interno (18S rRNA). Las cantidades relativas 
de cada gen se determinaron en 8 experimentos diferentes utilizando un sistema de detección IQ5 
de Bio-Rad y mediante el método comparativo de Ct mediante la fórmula 2−(∆Ct) donde Ct significa 
(threshold cycle). El ∆Ct es el Ct del ARNm diana menos el Ct del control interno. Los resultados 
se expresaron como el porcentaje respecto a los valores del grupo control.  
 
6.  WESTERN BLOT 
El Western blot es una técnica utilizada para la detección de proteínas, presenta la ventaja de 
permitir la identificación de forma exacta y diferencial de una proteína determinada. Esta técnica 
utiliza la separación electroforética de proteínas acoplada a la detección inmunoquímica mediante el 
uso de un anticuerpo que se va a unir específicamente a la proteína de estudio. 
Esta técnica fue utilizada para determinar el nivel de expresión o de fosforilación de diversas 
proteínas. (Ver tabla 25) 
De forma general, podemos decir que la técnica de Western Blot puede dividirse en las siguientes 
etapas: Extracción de la fracción proteica de las muestras, determinación de la concentración de 
proteínas y preparación de la muestra; electroforesis en geles de poliacrilamida, electrotransferencia 
e inmunodetección.  
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6.1 EXTRACCIÓN DE LA FRACCIÓN PROTEICA Y MEDICIÓN 
DE LA CONCENTRACIÓN DE PROTEÍNA 
Para el análisis de proteínas, las muestras utilizadas en la presente tesis doctoral fueron 
cardiomiocitos ventriculares de rata o ratón adultos. Tras el aislamiento de los miocitos, las células 
se ultracongelaron a -80ºC para mantener la integridad de las proteínas. La homogenización de las 
muestras se llevó a cabo de forma manual en un homogeneizador teflón-vidrio, que se mantuvo en 
hielo durante todo el proceso de homogenización y en el que se añadieron 500 µl del cóctel de 
homogenización (Ver composición en tabla 21) 
 
Tabla 21. Composición del cóctel de homogenización de muestras para obtener el extracto proteico total 
 
A este cóctel se le añadió IGEPAL CA-630 a una concentración del 2% para facilitar la extracción 
de las proteínas unidas a membrana.  
La muestra homogeneizada se centrifugó a 13.000 rpm durante 15 minutos, para así separar las 
proteínas citoplasmáticas y de membrana solubilizadas (en el sobrenadante) del resto de orgánulos 
intracelulares (en el precipitado). La fracción soluble fue recogida y congelada a -80ºC hasta su 
posterior utilización.  Antes de la inmunodetección de proteínas, la concentración proteica se 
determinó mediante el método de Bradford [485]. El fundamento de la técnica se basa en la 
medición de la extinción provocada por el cambio en el espectro visible de un colorante (Coomasie 
Blue G-250) cuando éste se une a las proteínas (absorbiendo así a 595 nm). Esta unión se realiza a 
través de grupos ionizados y se comprueba proporcionalidad con la concentración de proteínas 
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contenidas en la muestra. La determinación del contenido proteico de una muestra requiere la 
comparación del valor de absorbancia de la muestra con los obtenidos a partir de cantidades 
conocidas de proteínas (generalmente albúmina sérica bovina), con los que se construye una curva 
de calibración: a mayor cantidad de proteínas, mayor color desarrollado y por lo tanto, mayor 
absorbancia.  
6.2 PREPARACIÓN DE LA MUESTRA Y ELECTROFORESIS EN 
GELES DE POLIACRILAMIDA 
La técnica SDS-PAGE (del inglés sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis) se 
ha utilizado como método de separación de las diferentes proteínas en función de la masa molecular 
específica de cada una de ellas. El detergente aniónico SDS además de desnaturalizar las proteínas 
forma complejos con dichas proteínas que tienen una carga negativa constante. Estos complejos son 
capaces de migrar hacia un polo positivo (ánodo) en un campo eléctrico. Por tanto, la migración de 
cada proteína dependerá de la masa molecular de la misma. 
• Preparación de las muestras 
Las muestras se prepararon normalizando la cantidad de proteína a cantidades de entre 20 µg y 80 
µg en función de la proteína a analizar. A continuación, se desnaturalizaron mediante la adición de 
la solución Laemli (4X) (Ver composición tabla 22) y además, se calentaron a 95ºC durante 5 
minutos. 
 
Tabla 22. Composición del tampón de carga Laemli 4X 
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• Preparación de los geles de poliacrilamida para la electroforesis 
Las muestras se separaron en geles de poliacrilamida. Estos geles estaban formados por un gel 
concentrador en la parte superior o stacking gel con una concentración de acrilamida del 4% y un 
gel separador o running gel con una concentración de acrilamida de entre el 7% y el 12% en función 
del peso molecular de la proteína a analizar La polimerización de los geles se inició por la adición 
de persulfato de amonio (APS) y se aceleró mediante la adición de N,N,N’,N’-tetrametilendiamina 
(TEMED). 
En primer lugar se preparó el gel separador (Acrilamida 7-12%, Tris 1.5M a pH=8.8, SDS al 10%, 
APS al 10% y TEMED) que fue vertido en el interior de los cristales de polimerización. Tras la 
gelificación del gel separador se preparó el gel concentrador (Acrilamida 4%, Tris 0.5M a pH=6.8, 
SDS al 10%, APS al 10% y TEMED). Esta solución se vertió encima del gel separador y en la parte 
superior se ajustaron los peines que forman los pocillos del gel.  Una vez polimerizó el gel, se 
colocaron en la cubeta de electroforesis Mini –protean (Bio-Rad), que se rellenó con la solución 
tampón para la electroforesis elaborado a partir de una solución madre 10 veces concentrada (ver 
composición en tabla 23)  
 
 










En los pocillos del gel se cargaron las muestras a analiza además de un marcador de peso molecular. 
A continuación se fijó un voltaje constante de 120 voltios  y se corrió la electroforesis hasta que el 
frente de proteínas salió por la parte inferior del gel. 
6.3 ELECTROTRANSFERENCIA 
Se realizó una transferencia húmeda en un equipo Mini Trans-Blot (Bio-Rad). Las proteínas se 
transfirieron a una membrana de poliviniliden difluoruro (PVDF) de 0.45 µm de diámetro de poro 
(Amersham Biosciences).  
Para rellenar la cubeta de transferencia se utilizó un tampón de Tris-Glicina (Tris 125 mM; Glicina 
0.96 M) a partir del cual se preparó el tampón de transferencia (Ver composición en tabla 24) 
 
Tabla 24. Composición del tampón de transferencia 
 
La transferencia se realizó a 4ºC fijando un valor de amperaje constante de 200 mA durante 2 horas 
y en el caso de los receptores de rianodina se fijó un voltaje constante de 100 voltios durante 2 
horas.  
6.4 INMUNODETECCIÓN 
Una vez realizada la transferencia, la membrana se bloqueó durante 1 hora a temperatura ambiente 
con una solución de leche en polvo libre de grasa al 5% en TBS (Tris 1M y NaCl 3M a pH=7.4). 
Una vez bloqueada la membrana se incubó con el anticuerpo primario correspondiente (Ver tabla 
25) en TBS-tween (al 0. 1%). El anticuerpo primario se incubó a 4ºC, en agitación suave durante 
toda la noche. Tras la incubación, la membrana se lavó con TBS-tween durante 1 hora en 4 lavados 
sucesivos de 15 minutos, con agitación fuerte y a temperatura ambiente.  
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Tras el lavado para retirar el exceso de anticuerpo primario, la membrana se incubó con el 
anticuerpo secundario correspondiente conjugado con la enzima peroxidasa de rábano picante 
(horseradish peroxidase o HRP) o bien con un fluoróforo para su detección en un equipo de 
detección de inmunofluorescencia. El tiempo de incubación con el anticuerpo secundario fue de 1 
hora, en agitación y a temperatura ambiente. A continuación, la membrana se lavó durante 1 hora, 
en 4 lavados sucesivos de 15 minutos, con agitación fuerte y a temperatura ambiente. 
Para los anticuerpos secundarios marcados con HRP, la detección se realizó mediante la utilización 
del sustrato ECL Prime (Amersham Biosciences). La enzima HRP cataliza la oxidación del sustrato, 
produciendo una reacción luminiscente capaz de impresionar una película de auto-radiografía o de 
ser detectada por un equipo dotado con una cámara CCD (Chemi-doc Bio-Rad) para la detección de 
quimioluminiscencia. En el caso de la fluorescencia, los fluoróforos que marcan los anticuerpos 
secundarios son excitados con un láser y posteriormente, la señal que emiten es recogida por un 
equipo de detección (Oddysey Fc). Las bandas así obtenidas se cuantificaron mediante análisis 
densitométrico utilizando el programa informático ImageJ. El nivel expresión de las proteínas se 
normalizó por la expresión de la proteína GAPDH como control de carga o por la expresión de la 
proteína total en el caso de las fosforilaciones. 
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7.  INMUNOPRECIPITACIÓN DE eNOS 
La técnica de inmunoprecipitación se basa en la separación de las proteínas de estudio presentes en  
los lisados celulares u homogenados tisulares del resto de proteínas, a través de su interacción con 
anticuerpos específicos. Los complejos que se forman entre la proteína y el anticuerpo se precipitan 
a través de la adición de una fase sólida, en este caso formada por la proteína A (proteína 
procedente del Staphylococcus aureus con gran afinidad por el fragmento Fc del anticuerpo) y la 
proteína G (procedente de diversos Streptococcus de los grupos C y G con gran afinidad por el 
fragmento Fc del anticuerpo) unidos a la resina particulada Sepharosa. Como la Sepharosa es inerte 
e insoluble, por centrifugación se puede separar el inmunocomplejo de interés, que se deposita en el 
precipitado, del resto de proteínas, que permanecerán en el sobrenadante.  
 
Figura 40. Descripción del protocolo de inmunoprecipitación. Al extracto proteico total se añadió el 
anticuerpo. Tras la incubación con el mismo se añadió la proteína A/G y se mantuvieron los eppendorf en 
agitación constante 24h. Tras la retirada del sobrenadante el pellet se usó para la técnica de Western blot. 
 
En la presente tesis doctoral, la técnica de inmunoprecipitación. Se utilizó para precipitar la enzima 
eNOS presente en los cardiomiocitos ventriculares de ratones tratados con leptina durante tres 
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semanas a una concentración de 0.36 mg/kg/día. Mediante la técnica de Western blot, utilizando el 
precipitado, se determinó la cantidad de proteína acetilada para de esta forma determinar la cantidad 
relativa de enzima activa.  
Para ello, se utilizó la fracción soluble del homogenado de los cardiomiocitos ventriculares y se 
midió la proteína utilizando el método de Bradford [485]. Para la inmunoprecipitación se usó 1 mg 
de proteína de cada muestra. El anticuerpo usado fue anti-eNOS monoclonal (BD Transduction 
Laboratories) y el sistema de precipitación fue proteína A/G unida a Sepharosa. A cada muestra se 
añadió 1 µg del anticuerpo. Para facilitar la unión entre el anticuerpo y la proteína, la muestra se 
mantuvo en ligera rotación durante 3 horas a 4ºC. A continuación se añadieron 10 µl del complejo 
proteína A-Sepharosa y otros 10 µl del complejo proteína G-Sepharaosa y esta mezcla se mantuvo 
en rotación moderada a 4ºC durante toda la noche. Tras la incubación se centrifugó cada muestra a 
una velocidad de 10000 rpm durante 30 segundos para sedimentar los inmunocomplejos formados y 
separarlos del resto de proteínas. Se eliminó el sobrenadante y el precipitado se lavó 4  veces con el 
cóctel de homogenización (Ver tabla 21). Tras el último lavado, el precipitado fue reconstituido en 
solución de Laemli 1X (Bio-Rad). Para romper la unión entre el anticuerpo y la proteína A/G-
Sepharosa, se calentó la muestra a 65ºC durante 10 minutos.  
Para el análisis de las acetilaciones, se realizó una separación electroforética de cada muestra 
mediante electroforesis en gel de acrilamida y a continuación las proteínas se transfirieron a una 
membrana de PVDF. Tras el bloqueo durante una hora con leche descremada en polvo en TBS a 
una concentración del  5%, se incubó la membrana durante toda la noche con el anticuerpo anti 
acetil-lisinas (1/1000) y a continuación con el anticuerpo secundario frente a conejo (1/5000). Se 
analizó la densidad óptica de la banda obtenida en el peso de la eNOS (en torno a los 140 KDa). 
Los valores obtenidos se normalizaron por la cantidad de eNOS inmunoprecipitada en cada 
muestra.   
8.  DETERMINACIÓN DE LEPTINA MEDIANTE ELISA 
Para analizar la concentración de leptina en los cardiomiocitos de los ratones C57BL6J, se utilizó el 
siguiente Kit de ELISA: LEPTIN MOUSE ELISA KIT KMC2281 Novex®  (Life Technologies) 
según las instrucciones del fabricante. 
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Para las muestras de cardiomiocitos se usó el extracto proteico total. A continuación se determinó la 
cantidad de proteína óptima a cargar para obtener unos niveles de detección dentro del rango de 
linealidad del kit.  
9.  ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
Los datos se muestran como media ±SEM. Las poblaciones de datos recogidas en la presente tesis 
doctoral se ajustan a una distribución normal, por lo tanto, se ha utilizado una t de student para 
comparar dos grupos independientes. Cuando se compararon 3 o más grupos se utilizó la ANOVA 
de una vía seguida del post-test Bonferroni. Se definieron como estadísticamente significativos 
valores de P<0.05. 
Para el análisis estadístico se utilizó el software GraphPad-Prism 5.0 (GraphPad-Software, San 
Diego) 
10. COMPUESTOS UTILIZADOS 
Leptina: Sigma Aldrich 
Triciribina: Sigma Aldrich 
PD98059: Sigma Aldrich 


























1.  ESTUDIO DEL EFECTO PRO-HIPERTRÓFICO DE LEPTINA 
EN CARDIOMIOCITOS VENTRICULARES ADULTOS 
1.1 CARACTERIZACIÓN DEL EFECTO DE LEPTINA SOBRE 
EL TAMAÑO DE LOS CARDIOMIOCITOS 
Para analizar si leptina induce hipertrofia, los miocitos aislados del corazón de ratas Wistar adultas 
se trataron con leptina a una concentración de 100 ng/ml o con el vehículo (agua) durante 48 horas. 
La concentración de leptina se eligió en base a los valores plasmáticos encontrados en pacientes 
obesos [486, 487] y en estudios in vitro previos [96]. 
La figura 41 muestra el resultado de 19 experimentos. En cada experimento, se obtuvo el tamaño 
celular midiendo la superficie celular de 20 células control y 20 tratadas con leptina, elegidas al 
azar. En total se obtuvieron los valores de superficie celular de 380 cardiomiocitos controles y 380 
tratados con leptina. Tras las 48 horas de tratamiento con leptina a una concentración de 100 ng/mL 
se observó un aumento significativo en la superficie celular de los cardiomiocitos. 
 
Figura 41. El tratamiento con leptina a una concentración de 100 ng/ml durante 48 horas induce un 
incremento significativo de la superficie celular. Los resultados se expresan como la media±SEM 




Con la finalidad de conocer  si el efecto de leptina sobre la superficie celular era dependiente de la 
concentración, se incubaron las células con distintas concentraciones de leptina. Como se observa 
en la figura 42 el  efecto de leptina sobre la superficie celular fue dependiente de la concentración.   
 
Figura 42. Dependencia de la concentración del incremento de la superficie celular inducido por la 
leptina. Los resultados se expresan como la media±SEM. (Control n=380; 50ng/ml n=80; 100 ng/ml 
n=380; 200ng/ml n=80). *P<0.05; ***p<0.001 
 
 Para corroborar el efecto de leptina en el tamaño de los cardiomiocitos, se determinó la 
capacitancia de la membrana, que es una medida indirecta de la superficie celular [488], en 17 
cardiomiocitos controles y en 24 cardiomiocitos tratados con leptina. La capacitancia de membrana 
se determinó utilizando la técnica de patch clamp (ver apartado de Metodología). En la figura 43 se 
puede observar que el tratamiento con leptina a una concentración de  100 ng/ml durante 48 horas 
















Figura 43. El tratamiento con 100 ng/ml de leptina durante 48 horas indujo un incremento  
significativo en la capacitancia de membrana celular. Los resultados se expresan como la 
media±SEM. (Control n=17; Leptina n=24). **P<0.01 
 
1.2 CARACTERIZACIÓN  DE LOS NIVELES DE ARNm DE 
VARIOS GENES FETALES COMO MARCADORES DE LA 
HIPERTROFIA EN CARDIOMIOCITOS CONTROLES Y 
TRATADOS CON LEPTINA 
En el siguiente grupo de experimentos, se analizaron  los niveles de ARNm del péptido natriurético 
atrial (ANP),  la cadena pesada de la β-miosina (β-HMC) y la α-actina esquelética (SKA), genes 
fetales que se regulan al alza en los corazones adultos hipertróficos en respuesta a un estímulo 
patológico [365, 367, 370]. La figura 44 muestra que solo la cadena pesada de la β-MHC y la SKA 
se regularon al alza en los cardiomiocitos tratados con leptina, mientras que la expresión de ANP no 





































Figura 44. El tratamiento con 100 ng/ml de leptina durante 48 horas indujo un incremento  
significativo en los niveles de ARNm de β-MHC y SKA pero no de ANP. Los resultados se expresan 
como la media±SEM. (n=6). *P<0.05 
 
1.3 CARACTERIZACIÓN DE  LAS VÍAS DE SEÑALIZACIÓN  
ACTIVADAS POR LEPTINA EN CARDIOMIOCITOS 
ADULTOS 
Tradicionalmente, la activación del receptor cardiaco de leptina OB-Rb se ha asociado con la 
activación de la vía de Janus quinasa (JAK)/ STAT (de sus siglas en inglés Signal Transducer 
Activator of Transcription), pero también con la activación de las vías de PI3K-Akt y las MAPK 
que se han relacionado con cardioprotección e hipertrofia de los cardiomiocitos [82, 489]. 
Por lo tanto, se trataron los cardiomiocitos ventriculares adultos con una concentración de leptina de 
100 ng/ml a distintos tiempos de entre 15 y 60 minutos y tras el tratamiento se analizaron mediante 
Western blot de sus formas fosforiladas, las activaciones de las MAPK: p38, JNK 1/2 y ERK 1/2, 
así como de STAT-3 y Akt en respuesta a leptina. 
En la figura 45 se muestran la proporción de la forma fosforilada en relación a la proteína total de 




fosforilación de ERK 1/2 así como de p38 a los 30 minutos del inicio del tratamiento. Sin embargo, 
JNK 1/2 no se vio afectada por el tratamiento con la leptina. 
 
 
Figura 45. El tratamiento con 100 ng/ml de leptina durante 48 horas indujo un incremento  
significativo en la fosforilación de ERK1/2 (A) y p38 (B) pero no en JNK1/2 (C). Los resultados se 
expresan como la media±SEM. (n=5). *P<0.05; **P<0.01 
 
La figura 46 muestra la activación significativa de la fosforilación de las vías de Akt y de STAT-3. 
Las células se trataron con una concentración de leptina de 100 ng/ml. 15 minutos después del 
inicio del tratamiento se observó un incremento significativo de la activación de Akt. La activación 






Figura 46. El tratamiento con 100 ng/ml de leptina durante 48 horas indujo un incremento  
significativo en la fosforilación de STAT-3 (A) y Akt (B). Los resultados se expresan como la 
media±SEM. (n=5). *P<0.05 
 
 
1.4 CARACTERIZACIÓN DE  LAS VÍAS DE SEÑALIZACIÓN   
ACTIVADAS POR LEPTINA  E IMPLICADAS EN SU EFECTO 
PRO-HIPERTRÓFICO 
1.4.1 IMPLICACIÓN DE LA VIA DE Akt EN EL EFECTO PRO-
HIPERTRÓFICO DE LEPTINA 
Puesto que la activación de Akt y ERK1/2 se ha relacionado con la hipertrofia de los 
cardiomiocitos, para analizar la posible implicación de la vía se pre-trataron las células con un 
inhibidor de la activación de Akt, triciribina, a una concentración de 1 µM durante 1 hora a 37ºC. A 
continuación, se trataron las células con leptina a una concentración de 100 ng/ml.  
En la figura 47A se puede observar que en presencia de triciribina, leptina no indujo un aumento en 
la activación de la Akt a los 15 minutos del tratamiento. A continuación, analizamos el efecto del 
pre-tratamiento con triciribina sobre el incremento de superficie celular inducido por leptina a las 48 
horas. El pre-tratamiento con triciribina previno completamente el incremento de la superficie 






Figura 47. (A) El pre-tratamiento de los cardiomiocitos con triciribina 1µM previno totalmente el 
incremento de la fosforilación de Akt (n=5) y (B) el incremento de superficie celular inducidos por 
leptina (n=100). Los resultados se expresan como la media±SEM.  ***P<0.001 vs. Control 
+++P<0.001 vs. Triciribina y ###P<0.001 vs Leptina 
 
Se sabe la que Akt activada puede fosforilar otras dianas como mTOR, que se ha relacionado con 
hipertrofia cardiaca. [490-492]. Para determinar la implicación de la vía de Akt/mTOR, se analizó 
el efecto de leptina en p70S6K, el principal efector de la vía de mTOR. En la figura 48A se puede 
observar que tras 30 minutos de tratamiento con leptina se produjo una activación significativa de la 
quinasa de la vía de mTOR p70S6K. Tanto el pre-tratamiento de las células con el inhibidor de Akt, 
triciribina a una concentración de 1 µM, como el pre-tratamiento durante 1 hora con el inhibidor de 
mTOR, rapamicina a una concentración de 10 µM, previnieron por completo la activación de 
p70S6K inducida por leptina como se observa en la Figura 48B. A continuación, se analizó el efecto 
del pre-tratamiento con rapamicina en el incremento de la superficie celular inducida por leptina. El 
incremento del tamaño de los  cardiomiocitos inducido por leptina se previno con triciribina y con 
el inhibidor de mTOR rapamicina (Figura 48C). Estos datos sugieren, que la activación de la vía de 





Figura 48. (A) El tratamiento con 100 ng/ml de leptina durante 48 horas indujo un incremento  
significativo en la fosforilación de P70S6K.  (B) El pre-tratamiento de los cardiomiocitos con 
triciribina 1µM y Rapamicina 10µM previno totalmente el incremento de la fosforilación de P70S6K 
(n=5) y (C) el incremento de superficie celular inducidos por leptina (n=100). Los resultados se 
expresan como la media±SEM.  *P<0.05 y ***P<0.001 vs. Control; +++P<0.001 vs. Rapamicina; 
#P<0.05 y ###P<0.001 vs Leptina 
 
1.4.2 IMPLICACIÓN DE LA VIA DE ERK1/2 EN EL EFECTO PRO-
HIPERTRÓFICO DE LEPTINA 
Para analizar la posible implicación de la vía de ERK 1/2 en la hipertrofia de los cardiomiocitos, las 
células se pre-trataron con el inhibidor de la vía de ERK 1/2 PD98059 a una concentración de 20 
µM durante 1 hora a 37ºC. 
Como se puede observar en la figura 49A el pre-tratamiento de las células con PD98059, previno la 
activación de ERK 1/2 a los 30 minutos. A continuación, se analizó el efecto del pre-tratamiento 




tratamiento con PD98059 previno el incremento de la superficie celular inducido por leptina en 
cardiomiocitos ventriculares de rata adulta. 
   
 
Figura 49. (A) El pre-tratamiento de los cardiomiocitos con PD98059 20µM previno el incremento 
de la fosforilación de ERK (n=5) y (B) el incremento de superficie celular inducidos por leptina 
(n=100). Los resultados se expresan como la media±SEM.  *P<0.05 y ***P<0.001 vs. Control; 
+P<0.05 y +++P<0.001 vs. PD98059 y #P<0.05 y ###P<0.001 vs Leptina 
 
 
1.4.2.1 EFECTO DEL TRATAMIENTO CON PD98059 SOBRE LA 
ACTIVACIÓN DE Akt 
La figura 49A muestra que el tratamiento de las células solo con el inhibidor de ERK 1/2 produjo 
una disminución significativa de la fosforilación de ERK1/2 respecto a las células control. Esta 
inhibición de ERK1/2 con PD98059 indujo un incremento significativo de la superficie celular 
(Figura 49B).  Recientemente, se ha puesto de manifiesto que existe una relación directa entre las 
vías de Akt y ERK 1/2 y se han establecido diferentes circuitos de retroalimentación positiva y 
negativa entre las dos vías [493]. De esta forma, una inhibición de ERK1/2 podría tener como 




Puesto que la incubación de los cardiomiocitos adultos con el inhibidor de ERK1/2 produjo una 
disminución significativa de la fosforilación de ERK 1/2 respecto al control, quisimos analizar el 
efecto de la inhibición de ERK1/2 en la activación de la vía de Akt. Para ello, se trataron las células 
con el PD98059 durante 15, 30 ó 60 minutos y tras ese tiempo se realizaron mediciones de la 
fosforilación de Akt en esas muestras mediante la técnica de Western blot. 
En la figura 50A se puede observar que la incubación de los cardiomiocitos adultos con el inhibidor 
de ERK1/2 PD98059 a una concentración de 20 µM indujo una activación significativa de la vía de 
Akt.  
La regulación al alza de la actividad de la vía de Akt puede inducir, asimismo, una activación de la 
vía de ERK1/2, por lo tanto, en el siguiente grupo de experimentos se analizó en los miocitos 
tratados triciribina a una concentración de 1 µM, el efecto de este inhibidor de Akt sobre la 
actividad de ERK1/2. 
El tratamiento de los cardiomiocitos ventriculares adultos con el inhibidor de Akt durante 1 hora no 
modificó la fosforilación de la vía de ERK1/2 (figura 50B). Sin embargo, en células tratadas con 
leptina 100 ng/ml, en las que leptina indujo un incremento significativo de la actividad de ERK1/2 
tras 30 minutos de incubación, el pre-tratamiento de las células durante 1 hora con triciribina 1µM, 
previno ese incremento en la fosforilación de ERK1/2 inducido por leptina. Estos datos sugieren 






Figura 50. (A) El tratamiento de los cardiomiocitos con PD98059 20µM indujo un incremento 
significativo de la fosforilación de Akt (n=5) y (B) el pre-tratamiento con triciribina previno el 
incremento de la fosforilación de ERK inducido por leptina (n=5). Los resultados se expresan como 
la media±SEM.  **P<0.01 y ***P<0.001 vs. Control; ###P<0.001 vs Leptina 
 
Para confirmar que el efecto pro-hipertrófico del inhibidor de la vía de ERK1/2 PD98059 podría 
estar mediado por una activación de Akt como consecuencia de la inhibición de ERK1/2, las células 
se pre-trataron durante 1 hora con triciribina a una concentración de 1 µM y a continuación se 
trataron con PD98059 durante 30 minutos. En las células pre-tratadas con triciribina, el PD98059 no 
indujo una activación de Akt, sino que se observa una inhibición significativa de la fosforilación de 
esta vía respecto a las células incubadas con el vehículo (figura 51A). En el caso de la ERK1/2, 
como se ilustra en la figura 51B, en presencia de los dos inhibidores también se observa una 
disminución significativa de la activación de esta vía. 
A continuación, se pre-incubaron las células durante 1 hora con triciribina y posteriormente se 
trataron durante 48 horas con el inhibidor de ERK1/2 PD98059. En estas condiciones, PD98059 no 
indujo un incremento significativo de la superficie celular (Figura 51C). Estos datos sugieren, que el 
efecto pro-hipertrófico que presenta el PD98059 está mediado por la activación de Akt y que esta 
activación se induce como consecuencia de la inhibición de ERK1/2. Sin embargo, en presencia de 
leptina se produce un incremento de la fosforilación de Akt y de ERK1/2, y en estas condiciones la 




leptina. Este dato sugiere que la activación de ERK1/2 como consecuencia de la activación de Akt 
en las células tratadas con leptina contribuye al efecto pro-hipertrófico de la misma. Sin embargo, 
cuando la vía de ERK1/2 se inhibe por debajo de los valores basales, se produce una activación de 
la vía de Akt que asimismo es capaz de inducir un incremento de la superficie celular en los 
cardiomiocitos ventriculares adultos.  
 
 
Figura 51. (A) El tratamiento de los cardiomiocitos con triciribina 1µM  y PD98059 20µM indujo una 
disminución de los niveles de fosforilación de Akt y (B) ERK1/2 (n=5) (C) El pre-tratamiento con 
triciribina previno el incremento de la superficie celular inducido por PD98059 (n=100). Los 






RESUMEN: Leptina induce un efecto pro-hipertrófico en los cardiomiocitos ventriculares adultos 
de la rata que es dependiente de la concentración y que se acompaña de una activación del 
programa de genes fetales. Este efecto pro-hipertrófico está mediado por la activación de la vía de 
de Akt/mTOR/P70S6K y de ERK1/2, que en los miocitos ventriculares adultos parece requerir de 
una activación previa de Akt . Además, una inhibición de ERK1/2 por debajo de los niveles basales 
induce hipertrofia en los cardiomiocitos por un mecanismo que implica una activación de la vía de 
Akt. 
 
2. ESTUDIO DEL EFECTO DE LEPTINA SOBRE EL 
REMODELADO ELÉCTRICO EN CARDIOMIOCITOS 
ADULTOS 
El remodelado iónico es un fenómeno que puede contribuir a las alteraciones en el ritmo cardiaco 
que ocurren en un corazón patológico [482, 483, 494]. Una prolongación en el potencial de acción 
ventricular, que con frecuencia ocurre en el corazón insuficiente, y que aumenta el riesgo de 
arritmias, se asocia con regulaciones a la baja de las corrientes repolarizantes de potasio [482, 495, 
496]. Además, las alteraciones en los canales de potasio son una de las principales causas del 
remodelado electrofisiológico en la patología cardiaca. De hecho, la corriente de potasio Itof, que 
juega un papel importante en la determinación de la heterogeneidad regional de la repolarización de 
los cardiomiocitos y en la contractilidad cardiaca [497], se regula a la baja en un gran número de 
modelos de hipertrofia ventricular izquierda e insuficiencia cardiaca [391, 392, 498]. Además, en la 
hipertrofia ventricular izquierda y en la insuficiencia cardiaca se ha observado una regulación a la 
baja de la corriente rectificadora de potasio IK1, que juega un papel importante en la fase final de la 
repolarización y en el mantenimiento de la estabilidad del potencial de reposo ventricular [495, 
498]. 
Por otro lado, en la hipertrofia cardiaca y la insuficiencia se han observado modificaciones en las 
corrientes de calcio tipo L y tipo T [393, 499]. La corriente de calcio tipo L constituye la entrada 
principal de calcio a los miocitos, contribuye a la fase de meseta del potencial de acción y es 
fundamental para el proceso de excitación-contracción cardiaco. Estudios de esta corriente en 




estos estudios se ha observado una disminución de la corriente [500, 501] pero otros no mostraron 
cambios [502, 503]. Además, el canal de calcio tipo T, presente en los cardiomiocitos ventriculares 
del neonato y en las células marcapasos, que en condiciones normales no se expresa en el ventrículo 
adulto, puede reexpresarse en determinadas condiciones patológicas [393, 504].  
En los últimos años, ha aumentando el interés  por entender los mecanismos implicados en los 
efectos de leptina sobre la función y el remodelado cardiacos [165, 481, 505]. Sin embargo, al inicio 
de la presente Tesis Doctoral se desconocia si un tratamiento a largo plazo con leptina puede 
modular la expresión de los canales iónicos en el tejido cardiaco.  
Por tanto, nuestro siguiente objetivo fue analizar en cardiomiocitos ventriculares adultos el efecto a 
largo plazo de un tratamiento con leptina sobre la expresión y función de los principales canales que 
participan en la fase de repolarización del potencial de acción del ventrículo de la rata [429].  
 
2.1 CARACTERIZACIÓN DEL EFECTO DE LEPTINA SOBRE 
LA EXPRESIÓN GENICA DE LAS SUBUNIDADES α  DE LOS 
PRINCIPALES CANALES IMPLICADOS EN LA FASE DE 
REPOLARIZACIÓN DEL POTENCIAL DE ACCIÓN  
En un primer grupo de experimentos, se trataron los cardiomiocitos adultos durante 48 horas con 
100 ng/ml de leptina. Tras 48 horas de tratamientose analizó mediante RT-PCR la expresión de las 
subunidades Kv4.2 y Kv4.3 y KChIP2 que son las responsables de la corriente transitoria de potasio 
Itof, de la subunidad Kir2.1, responsable de la corriente rectificadora de entrada potasio (Ik1) y de las 
subunidades Cav1.2 del canal de Ca2+ tipo L  (ICaL) y Cav3.1 del canal de calcio tipo T (ICaT). En la 
figura 52A se muestra que leptina indujo un aumento significativo en la expresión génica de las 
subunidades Kv4.2 y Kv4.3 y de la subunidad KChIP2, de sus siglas en inglés (Kv Channel-
Interacting protein2), una subunidad reguladora de la expresión y propiedades la Itof ventricular. Sin 
embargo, no produjo cambios en la expresión génica de las subunidades Kir2.1 y Cav1.2 y Cav3.1 





Figura 52. (A) El tratamiento de los cardiomiocitos con leptina a una concentración de 100 ng/ml 
indujo un incremento de los niveles de ARNm de las subunidades Kv4.2 y Kv4.3 pero no de (B) 




2.2 CARACTERIZACION DEL EFECTO DE LEPTINA SOBRE 
LA EXPRESIÓN PROTEICA DE Kv4.2, Kv4.3 y KChIP2 
El siguiente paso fue determinar si leptina puede también regular al alza la expresión proteica de 
estas subunidades. Para ello, tratamos los cardiomiocitos adultos con 100 ng/ml de leptina durante 
48 horas y tras el tratamiento analizamos mediante Western blot los niveles de proteína de dichas 
subunidades.  
La figura 53A y 53B muestran que leptina también es capaz de inducir un incremento significativo 




figura 53C se puede observar que la subunidad auxiliar del canal, KChIP2, también se regula al alza 
por el tratamiento con leptina. 
 
Figura 53. (A) El tratamiento de los cardiomiocitos con leptina a una concentración de 100 ng/ml 
indujo un incremento de la expresión proteica de Kv4.2, de (B) Kv4.3 y (C)de la subunidad 
reguladora KChIP2 (n=5) Los resultados se expresan como la media±SEM.  *P<0.05 y **P<0.01 vs. 
Control 
 
2.3 CARACTERIZACIÓN ELECTROFISIOLÓGICA DE LAS 
PRINCIPALES CORRIENTES REPONSABLES DE LA FASE 
DE REPOLARIZACIÓN DEL POTENCIAL DE ACCIÓN 
2.3.1 ANÁLISIS DE IK1 E ICaL 
Como se ha mostrado previamente (figura 52B y C) el tratamiento con leptina 48 h no modificó la 




la expresión génica de la subunidad Cav1.2 del canal de Ca2+ tipo L (ICaL). Con la finalidad de 
comprobar si alteraba la funcionalidad de estos canales, hemos utilizado la técnica del patch clamp 
en su configuración de célula entera para analizar la dependencia del voltaje de la densidad de la 
corriente Ik1 y ICaL en cardiomiocitos controles y tratados con leptina.  
La figura 54A muestra registros representativos de las corrientes IK1 de dos cardiomiocitos aislados. 
Los registros de IK1 se obtuvieron al aplicar 14 pulsos de 800 ms de duración desde un potencial de 
fijación de -40 mV  hasta potenciales comprendidos entre -120 mV  y 0 mV, en incrementos de 10 
mV. IK1 se midió como la corriente sensible a Ba2+ (Ver Métodos). Los pulsos aplicados evocaron 
corrientes similares en los cardiomiocitos control y en los tratados con leptina. La figura 54B 
muestra las relaciones densidad de corriente-voltaje de los cardiomiocitos control (círculos blancos) 
y los cardiomiocitos tratados con leptina (círculos negros). En este caso, la amplitud de la IK1 se 
normalizó por la capacitancia de membrana para obtener la densidad de corriente. El tratamiento 
con leptina no indujo modificaciones en la densidad de la IK1.  
 
 
Figura 54. (A) Registro típico obtenido en un miocito control y otro tratado con leptina. (B) El 
tratamiento de los cardiomiocitos con leptina a una concentración de 100 ng/ml no indujo 
modificación en la densidad de la IK1 (Control n=5 y Leptina n=6) Los resultados se expresan como la 





En otro grupo de experimentos se registró la ICaL en los miocitos tratados con leptina y en los 
miocitos controles. De nuevo se utilizó la técnica de patch clamp en su configuración de célula 
entera. Los registros de  ICaL se obtuvieron al aplicar desde un potencial de fijación de -50 mV, 
pulsos despolarizantes de 500 ms de duración, desde -40 mV hasta +60 mV  en incrementos de 10 
mV. La figura 55A muestra registros representativos de la ICaL de dos cardiomiocitos aislados, uno 
control y otro tratado con leptina. Igual que en la IK1, los pulsos despolarizantes aplicados evocaron 
corrientes de similar magnitud en los miocitos control y en los tratados con leptina. En la figura 55B 
se observan las relaciones densidad-voltaje de los cardiomiocitos control (círculos blancos) y los 
tratados con leptina (círculos negros). El tratamiento con leptina tampoco indujo modificaciones en 




Figura 55. (A) Registro típico obtenido en un miocito control y otro tratado con leptina (B) El 
tratamiento de los cardiomiocitos con leptina a una concentración de 100 ng/ml no indujo 
modificación en la densidad de la ICaL (Control n=16 y Leptina n=14). Los resultados se expresan 




2.3.2 ANÁLISIS DE LA  Itof 
El aumento en la expresión de las subunidades Kv4.2, Kv4.3 y KChIP2 que se produce en 
cardiomiocitos tratados con leptina, debería ser consistente con un incremento de la amplitud y 
densidad de la corriente transitoria de potasio (Itof) . Para probar esta hipótesis, se registró la Itof en 
respuesta a pulsos de 500 ms con potenciales de entre -70 y +60 mV en incrementos de 10 mV 
desde un potencial de reposo de -80 mV. Se usó un pre-pulso a -40 mV para inactivar la corriente 
de sodio. El intervalo entre pulsos fue de 0.1 Hz. La Ito sensible a 4-AP (Itof) se obtuvo mediante  la 
sustracción de las corrientes obtenidas antes y después de la aplicación de 4-AP 3mM. 
La figura 56A muestra registros representativos de las Itof de dos cardiomiocitos aislados. Los 
pulsos despolarizantes aplicados desde -10 mV a +60 mV desde un potencial de reposo de -80 mV 
evocaron corrientes mayores en los cardiomiocitos tratados con leptina comparados con los 
cardiomiocitos no tratados. La figura 56B muestra las relaciones corriente-voltaje de 22 
cardiomiocitos control (círculos blancos) y 23 cardiomiocitos tratados con leptina (círculos negros). 
La dependencia del voltaje fue similar en los dos grupos, pero la amplitud de la Itof fue 
significativamente mayor en las células tratadas con leptina desde 0 mV hasta 60 mV. La figura 
56C muestra la relación densidad-voltaje de 22 cardiomiocitos control (círculos blancos) y 23 
cardiomiocitos tratados con leptina (círculos negros). En este caso, la amplitud de la Itof se 
normalizó por la capacitancia de membrana para obtener la densidad de corriente.  
La dependencia del voltaje fue similar en los dos grupos, pero la densidad de corriente fue 
significativamente mayor en los cardiomiocitos tratados con leptina desde +20 mV hasta +60mV, 
datos que son consistentes con la mayor expresión de las subunidades Kv4.2, Kv4.3 y KChIP2 
obtenidos en los miocitos tratados con leptina. La figura 56D muestra la concentración-dependencia 
del efecto de leptina en la densidad de Itof. Los cardiomiocitos ventriculares se trataron durante 48 
horas con el vehículo (Control) o con tres concentraciones diferentes de leptina: 50, 100 y 200 ng/L. 
El gráfico de la figura 56D muestra las medias de las densidades de la Itof (a +40 mV) en células 
control (6.6± 0.7 pA/pF n=22) y en miocitos ventriculares tratados durante 48h con 50 ng/mL de 
leptina (7.0±0.7 pA/pF n=7), 100 ng/mL de leptina (9.6±1.3 pA/pF n=23) y 200 ng/mL de leptina 






Figura 56. (A) Registro típico obtenido en un miocito control y un miocito tratado con leptina (B) El 
tratamiento de los cardiomiocitos con leptina a una concentración de 100 ng/ml indujo un 
incremento de la amplitud y (C) la densidad de Itof (Control n=22 y Leptina n=23) (D) Dosis 
dependencia del  efecto de la leptina en la Itof  Los resultados se expresan como la media±SEM.  
*P<0.05, **P<0.01  y **P<0.01 vs. Control 
 
Este aumento en la amplitud y densidad de la Itof podría traducirse en un acortamiento de la 
duración del potencial de acción. Para analizar este posible efecto se registraron los potenciales de 
acción de los miocitos controles y los miocitos tratados con leptina durante 48h. La figura 57A 
muestra trazos representativos de registros de potenciales de acción obtenidos en un miocito control 
(en cuadrados blancos) y un miocito tratado con leptina (cuadrados negros). En la figura 57B se 
pueden observar los valores medios de la duración del potencial de acción medidos al 20, 50 y 90% 
de la repolarización (DPA20, DPA50 y DPA90). El tratamiento con leptina indujo una disminución 





Figura 57. (A) Registro típico de los potenciales de acción obtenidos en un miocito control y un 
miocito tratado con leptina (B) El tratamiento de los cardiomiocitos con leptina a una concentración 
de 100 ng/ml indujo una disminución de la duración del potencial de acción medida al 20% de la 
repolarización (Control n=8 y Leptina n=8). Los resultados se expresan como la media±SEM.  
**P<0.01  vs. Control 
 
Puesto que el aumento de la Itof inducido por leptina puede ser debido a modificaciones en las 
propiedades del canal el siguiente paso fue analizar la dependencia del voltaje de la activación e 
inactivación de la Itof. La figura 58A muestra la conductancia normalizada (G/Gmax) respecto al 
potencial de membrana en 6 cardiomiocitos control y 8 cardiomiocitos tratados con 100 ng/mL de 
leptina. La activación de la Itof se produjo en los dos grupos a voltajes positivos de -40 mV y la 
activación máxima se produjo en torno a +60 mV. Las dos curvas (de los miocitos tratados y no 
tratados con leptina) mostraron valores similares de voltaje de semi-activación máximo (V50 : -35.3 
± 1.6 mV en control frente a V50 : -33.4  ± 1.7 mV en los tratados con leptina) y de pendiente (k: -
5.7 ± 0.7 mV en control a k: -5.0 ± 0.2 mV en los miocitos tratados con leptina). La figura 58B 
muestra la dependencia del voltaje de la inactivación de la Itof frente al potencial de membrana en 6 
cardiomiocitos control y 7 miocitos tratados con 100 ng/mL de leptina. La dependencia del voltaje 




obtenida en las células control. El voltaje de semi-activación máximo (V50: -35.3 ± 1.6 mV en 
células control frente a V50: -33.4 ± 1.4 mV en los miocitos tratados con leptina) y la pendiente (k: -
5.7± 0.7 mV en miocitos control frente a k: - 5.0 ± 0.2 mV en los miocitos tratados con leptina) fue 
similar en control y en el grupo tratado con leptina. 
 
 
Figura 58. (A) La leptina no indujo modificaciones en la curva de activación (Control n=7 y Leptina 
n=8) ni (B) en la curva de inactivación de la Itof (Control n=7 y Leptina n=8) Los resultados se 
expresan como la media±SEM.   
 
Además, se analizó el curso temporal de la reactivación de la Itof en 5 miocitos control y 5 miocitos 




reactivación no fueron diferentes cuando se compararon los datos obtenidos en los miocitos control 
(círculos blancos) con aquellos obtenidos en los miocitos tratados con leptina (círculos negros). La 
τ1 fue  0.105 ± 0.019 s en control vs. 0.071 ± 0.017 s en leptina; y τ2 fue 0.578 ± 0.136 s en control 
vs. 0.486± 0.137 s en leptina. 
 
 
Figura 59. La leptina no indujo modificaciones en la reactivación de la Itof (Control n=5 y Leptina 
n=5) Los resultados se expresan como la media±SEM.   
 
RESUMEN: El tratamiento con leptina 48 h indujo un incremento de los niveles de RNAm y de 
expresión proteica de los canales de potasio Kv4.2, Kv4.3 y KChIP2 así como un aumento de la 
amplitud y densidad de la Itof, que se acompaña de un acortamiento de la duración del potencial de 
acción medida al 20% de la repolarización. Estos efectos de leptina no se relacionaron con cambios 
en la activación, inactivación y reactivación del canal.  
 
2.4 IMPLICACIÓN DE LA VÍA DE Akt  EN EL EFECTO DE 
LEPTINA  SOBRE EL REMODELADO ELÉCTRICO  
Como muestra la figura 46B, leptina activa la fosforilación de la vía de Akt y, además, en estudios 
previos se ha demostrado que la vía de Akt puede estar implicada en la modulación de canales de 




de los componentes moleculares de la Ito. Para ello, los cardiomiocitos se dividieron en 4 grupos 
experimentales. Un grupo se trató con el vehículo durante 48 horas, otro grupo se trató con leptina a 
una concentración de 100 ng/mL, otro grupo se trató con el inhibidor de Akt, triciribina a una 
concentración de 1 µM y finalmente otro grupo se pre-trató con el inhibidor de Akt, triciribina y 
posteriormente se trató con leptina 100 ng/mL durante 48 horas. Tras el tratamiento, se analizaron 
las expresiones proteicas de las diferentes subunidades del canal de potasio mediante la técnica de 
Western blot.  
En la figura 60A se muestra que el incremento la expresión proteica de la subunidad Kv4.2 
inducido por leptina se previno con el pre-tratamiento con triciribina. Se obtuvieron resultados 
similares para la subunidad Kv4.3 (figura 60B) y la subunidad reguladora KChIP2 (figura 60C). 
Estos datos muestran que el tratamiento con leptina regula al alza la expresión proteica de las 








Figura 60. (A) El pre-tratamiento de los cardiomiocitos con triciribina 1µM previno totalmente el 
incremento de la expresión de Kv4.2 (n=5) de (B) Kv4.3 y (C) KChIP2. Los resultados se expresan 
como la media±SEM.  *P<0.05 y ***P<0.001 vs. Control; +P<0.05, ++P<0.01  y +++P<0.001 vs. 
triciribina y #P<0.05 y ###P<0.001 vs Leptina 
 
Para confirmar que la activación de Akt también está implicada en la modulación de las 
subunidades Kv4.2 y Kv4.3, se registró la Itof a +40mV en cardiomiocitos tratados con el inhibidor 
de Akt triciribina y en cardiomiocitos pre-tratados con triciribina y posteriormente con leptina 
durante 48 horas. La figura 61A muestra que los trazos obtenidos a +40 mV en un miocito tratado 
con triciribina y otro pre-tratado con triciribina y posteriormente con leptina fueron similares. En la 
figura 61B y 61C se observan los valores medios de amplitud y densidad respectivamente de la Itof, 
obtenidos en 7 cardiomiocitos tratados solo con triciribina (histograma blanco) y en 13 
cardiomiocitos pre-tratados con triciribina y posteriormente con leptina (histograma negro). En 




sobre la densidad de la Itof en los cardiomiocitos ventriculares adultos, sugiriendo este dato una 
implicación de la vía de Akt en el efecto de leptina sobre la Itof en los miocitos ventriculares adultos. 
 
Figura 61. (A) Registro típico obtenido en un miocito tratado con triciribina y un miocito pre-tratado 
con triciribina y posteriormente con leptina (B) El pre-tratamiento de los cardiomiocitos con 
triciribina previno el incremento de la amplitud y (C) densidad de la Itof a +40 mV (Triciribina n=7 y 
Triciribina+Leptina n=13) (Los resultados se expresan como la media±SEM.   
 
RESUMEN: El incremento tanto de expresión proteica de los canales Kv4.2, Kv4.3 y KChIP2 








3. ESTUDIO DE LOS EFECTOS CARDIACOS DE LEPTINA EN 
UN MODELO IN VIVO 
En un segundo gran grupo de experimentos se analizaron los efectos de leptina in vivo. Un aspecto 
que se tuvo en cuenta en primer lugar es el hecho bien conocido de que leptina es capaz de ejercer 
un aumento de la actividad simpática in vivo [508]. Como consecuencia, está descrito que leptina  
puede aumentar la presión arterial. Por lo tanto, y con la finalidad de  poder estudiar  los efectos 
cardiacos directos de leptina de  forma independiente de los efectos derivados del  posible 
incremento de la presión arterial, en la presente tesis doctoral se utilizó  una dosis no hipertensiva 
de leptina pero que es capaz de activar la vía de STAT 3 en cardiomiocitos [96]. Se utilizaron 
ratones macho de la cepa C57BL6J de 8 semanas de edad. Los ratones fueron tratados con leptina 
durante 3 semanas con una dosis de 0.36 mg/kg/día. El tratamiento se realizó mediante la 
implantación de bombas osmóticas de liberación sostenida, modelo  2004 (ALZET®) con una 
velocidad de liberación de 0.25 µl/hora.  
3.1 PARAMETROS MACROSCÓPICOS  
Este tratamiento con leptina no modificó el peso de los animales (figura 62A) ni tampoco la 
longitud de la tibia, la relación del tamaño del corazón normalizado por el peso del animal ni por la 







Figura 62. (A) El tratamiento con leptina durante tres semanas no indujo cambios en el peso de los 
animales (n=8) (B) ni en la longitud d ela tibia (C) ni en el peso del corazón normalizado por el peso 
del animal (n=8), ni (D) en el peso del corazón normalizado por la longitud de la tibia (n=8)  
 
3.2 ANÁLISIS DEL TAMAÑO DE LOS MIOCITOS 
La superficie celular de los cardiomiocitos aislados de los animales controles y tratados con leptina, 






Figura 63. El tratamiento con leptina durante tres semanas no indujo cambios en la superficie 
celular de los cardiomiocitos aislados (n=160) Los resultados se expresan como la media±SEM. 
 
 
3.3 RECEPTORES DE LEPTINA 
Tras analizar los parámetros macroscópicos, se cuantificó la expresión relativa de los receptores de 
leptina en los cardiomiocitos de los ratones tratados con leptina exógena durante tres semanas. 
Como se observa en las figuras 64A y 64B el tratamiento no indujo ninguna modificación de la 







Figura 64. (A) El tratamiento con leptina durante tres semanas no indujo modificaciones en la 
expresión de la isoforma corta del receptor de leptina OB-Ra (n=6) (B) ni en la isoforma larga OB-Rb 
(n=6) Los resultados se expresan como la media±SEM. 
 
 
3.4 NIVELES CARDIACOS  DE LEPTINA 
En otro grupo de experimentos, se analizaron mediante ELISA los niveles cardiacos de leptina en 
los animales tratados con leptina y en los animales control. Como se observa en la figura 65 en los 
animales tratados con leptina los niveles alcanzados fueron significativamente más elevados que en 
los animales control (Salino 421.8±22.17 pg/µg de extracto de proteína total vs leptina 542.4 





Figura 65. El tratamiento con leptina durante tres semanas indujo un incremento en los niveles de 
leptina miocárdicos Los resultados se expresan como la media±SEM. *P<0.05 vs Control 
 
RESUMEN: El tratamiento con leptina durante 3 semanas a una dosis de 0,36 mg/kg/día no indujo 
cambios ni en el peso de los animales, ni en el peso del corazón. Asimismo, tampoco modificó el 
tamaño de los cardiomiocitos o la expresión proteica de los receptores de leptina en el corazón pero 
sí indujo un incremento de los niveles de leptina que se alcanzan en el miocardio 
 
3.5 FUNCIÓN CARDIACA 
Los niveles de leptina elevados pueden ser un factor de riesgo independiente para enfermedades 
cardiovasculares como la hipertensión o el infarto de miocardio. Por tanto, se analizó mediante 
ecocardiografía la función cardiaca en los animales tratados con leptina. La frecuencia cardiaca 
(figura 66A) no se vio modificada por el tratamiento, pero leptina produjo una disminución de la 
fracción de eyección y de la fracción de acortamiento como se observa en las figuras 66B y 66C. En 
la figura 66D se muestran ejemplos representativos de las ecocardiografías de un ratón control, al 
que se le implantó una bomba osmótica en la que el reservorio se llenó con solución salina y de un 
ratón al que se le implantó una bomba osmótica cargada con leptina.  Estos resultados indican que 







Figura 66. (A) El tratamiento con leptina durante tres semanas indujo una disminución en la 
fracción de eyección  (B) y en la fracción de acrotamiento medidos por ecocardiografía. (C) La 
leptina no modificó la frecuencia cardiaca. (D) Ejemplos representativos de las ecocardiografías 
obtenidas en un ratón tratado con salino y en otro tratado con letpina durante 3 semanas (n=4) Los 
resultados se expresan como la media±SEM. **P<0.01 vs Control 
 
RESUMEN: El tratamiento con leptina durante 3 semanas a una dosis de 0,36 mg/kg/día es capaz 
de inducir una insuficiencia cardiaca moderada en el ratón 
 
3.6 ESTUDIO DEL ACOPLAMIENTO EXCITACIÓN-
CONTRACCIÓN 
Con la finalidad de profundizar en los mecanismos implicados en el efecto de leptina sobre la 





La homeostasis del calcio intracelular es fundamental para el mantenimiento de la correcta función 
contráctil de los cardiomiocitos, de tal forma que mediante el proceso de acoplamiento excitación-
contracción celular se regula la contracción del músculo cardiaco. En este proceso, tienen especial 
relevancia los movimientos intracelulares de calcio que se analizarán a continuación, puesto que 
alteraciones en estos procesos dan lugar disfunciones contráctiles que desencadenaran patologías 
como la insuficiencia cardiaca [509].  
3.6.1 CARACTERIZACIÓN DE LOS TRANSITORIOS DE CALCIO 
La figura 67A muestra registros de los transitorios de calcio intracelular obtenidos en dos miocitos 
aislados, uno de un ratón tratado con solución salina y otro tratado con leptina durante 3 semanas. 
En la figura 67B se observa que el tratamiento con leptina indujo un incremento significativo del 
tiempo al pico máximo de fluorescencia. Este parámetro da una idea de la cinética de liberación del 
calcio desde el retículo sarcoplásmico al citosol. Además, leptina produjo una disminución 
significativa de la constante de caída de la fluorescencia (τau) que da idea de la extrusión del calcio 
del citosol (figura 67C). El tratamiento con leptina, por tanto, fue capaz de enlentecer la salida de 
calcio del retículo al citosol y además de acelerar la eliminación de calcio del mismo. 
En la figura 67D se puede observar que, asimismo, el tratamiento con leptina redujo la amplitud de 
los transitorios de calcio. Esto indica que leptina induce una disminución de la cantidad de calcio 
presente en el citoplasma celular durante la estimulación de la célula. 
Por otro lado, y como consecuencia de esta disminución de los transitorios de calcio, leptina indujo 






Figura 67. (A) Registro típico de transitorios de calcio obtenidos en un miocito de un ratón control y 
un miocito de un ratón tratado con leptina (B) El tratamiento con leptina durante tres semanas 
indujo un incremento del tiempo al pico de los transitorios y una disminución de (C) la constante de 
disminución de la fluorescencia de los transitorios (τau) de (D) la amplitud de los transitorios y (E) 
del acortamiento celular (Salino n=60 Leptina n=42)  Los resultados se expresan como la 
media±SEM.  *P<0.05 y **P<0.01 vs. Control 
 
3.6.2 ANÁLISIS DE LA CARGA DEL RETÍCULO SARCOPLÁSMICO 
Las alteraciones en la carga del retículo sarcoplásmico pueden dar lugar a diferencias en los 
transitorios de calcio, así, un aumento de la carga se relaciona con aumentos en los transitorios, pero 
también con una mayor ocurrencia de eventos de liberación espontánea de calcio. Sin embargo, una 




Para analizar si los cambios inducidos por leptina en las concentraciones citosólicas de calcio se 
debían a una disminución en la carga del retículo, las células se estimularon con cafeína a una 
concentración de 10 mM para provocar una salida rápida del calcio desde el retículo.  
La figura 68A muestra ejemplos representativos de los registros obtenidos en un miocito de un 
ratón tratado con solución salina y un miocito de un ratón tratado con leptina. 
Como se observa en la figura 68B y 68C, la carga del retículo sarcoplásmico no se vio alterada por 
el tratamiento con leptina. Sin embargo, la constante de disminución de la fluorescencia se vio 
disminuida significativamente (figura 68D). Este dato indica que la velocidad de eliminación del 
calcio del citosol se encuentra aumentada, y confirma los resultados obtenidos previamente (figura 
67C) 
Por otra parte, leptina indujo un incremento significativo de la fluorescencia de la potenciación 
post-reposo de los cardiomiocitos aislados (figura 68E). Puesto que la carga del retículo fue similar 
en los dos grupos, esta alteración en la potenciación post-reposo podría deberse a una alteración en 
los eventos espontáneos de liberación de calcio desde el retículo al citosol (Sparks), por tanto, el 
siguiente paso fue analizar los sparks de calcio en los miocitos de los animales tratados con solución 





Figura 68. (A) Registro típico de la liberación masiva de calcio inducida por cafeína obtenido en un miocito 
de un ratón control y un miocito de un ratón tratado con leptina tras la infusión con cafeina (B) El 
tratamiento con leptina durante tres semanas no modificó el pico de la fluorescencia tras la infusión con 
cafeína ni (C) la liberación fraccional del retículo sin embargo (D) produjo una disminución de la τau de la 
disminución de la fluorescencia tras la infusión con cafeina y (E) un aumento de la potenciación post-reposo 
del tiempo al pico de los transitorios y una disminución de (Salino n=32 Leptina n=23)  Los resultados se 
expresan como la media±SEM.  *P<0.05 vs. Control 
 
3.6.3 ANÁLISIS DE LOS SPARKS DE CALCIO 
Asimismo, se midieron las unidades básicas de liberación de calcio que se observan en la célula en 
reposo y que se conocen como sparks.  
La figura 69A muestra ejemplos representativos de los registros de sparks obtenidos en un miocito 




El tratamiento con leptina no modificó la frecuencia de liberación de sparks (figura 69B), sin 
embargo, indujo una disminución significativa tanto en el tamaño de los sparks (figura 69C) como 














Figura 69. (A)Registro típico de los sparks obtenidos en un miocito de un ratón control y un miocito 
de un ratón tratado con leptina (B) El tratamiento con leptina durante tres semanas no modificó la 
frecuencia de los sparks pero (C) indujo una disminución en la anchura, (D) la duración y (E) la 
intensidad de la fluorescencia de los sparks (Salino n=46 Leptina n=37)  Los resultados se expresan 
como la media±SEM.  ***P<0.001 vs. Control 
 
RESUMEN: El tratamiento con leptina durante 3 semanas a una dosis de 0,36 mg/kg/día indujo 
una disminución de la contractilidad celular debida a una disminución del calcio citosólico durante 
el transitorio. Esta disminución de calcio puede deberse a un enlentecimiento de la salida de calcio 




Por otro lado la carga del retículo sarcoplásmico no se alteró. Sin embargo, igual que se observó en 
los transitorios (figura 67C)  la constante de caída de la fluorescencia tras la infusión con cafeína se 
aceleró en los miocitos procedentes de los animales tratados con leptina. Además, los miocitos de 
los animales tratados presentaron una mayor potenciación post-reposo, esto es, la liberación de 
calcio debida al primer estímulo tras un estado de reposo fue mayor en los animales tratados con 
leptina. Esta mayor potenciación post-reposo pudo deberse a la disminución de la amplitud, 
duración  y anchura de los sparks tras el tratamiento con leptina.  
 
3.7 ESTUDIO ELECTROFISIOLÓGICO 
3.7.1 CORRIENTE DE CALCIO TIPO L (ICaL) 
Se sabe que la ICaL es el principal desencadenante del proceso de acoplamiento excitación-
contracción [511].  Por ello se ha analizado la corriente de calcio tipo L en miocitos de ratones 
tratados con solución salina y en miocitos tratados de ratones tratados con leptina.  
La figura 70 muestra la relación corriente-voltaje de 16 miocitos procedentes de ratones tratados 
con suero salino (círculos blancos) y de 17 miocitos procedentes de ratones tratados durante 3 
semanas con leptina (círculos negros). El tratamiento con leptina no produjo ninguna alteración en 





Figura 70. El tratamiento con leptina durante tres semanas no indujo modificaciones en la corriente 
de calcio tipo L en los cardiomiocitos (Salino n=16 Leptina n=17)  Los resultados se expresan como 
la media±SEM.   
 
 
3.8 INTERCAMBIADOR Na+/Ca2+ (NCX) 
En los cardiomiocitos de ratón  el intercambiador Na+/Ca2+ es la principal proteína implicada en la 
extrusión de calcio desde el citosol. Puesto que los resultados de fluorescencia sugieren una salida 
de calcio más rápida del citosol en los ratones tratados de forma crónica con leptina se analizaron 
los niveles de expresión del intercambiador sodio-calcio (NCX) en nuestro modelo.  
La figura 71 muestra que el tratamiento con leptina durante tres semanas indujo un incremento 
significativo de la expresión del intercambiador sodio-calcio, sugiriendo que esta proteína puede ser 






Figura 71. El tratamiento con leptina durante tres semanas un incremento de la expresión proteica 
del intercambiador sodio-calcio (n=6)  Los resultados se expresan como la media±SEM.  *P<0.05 
 
 
3.9 NIVELES DE  FOSFORILACIÓN DEL FOSFOLAMBANO 
(PLB) 
Una vez finalizado el proceso contráctil, el calcio que se ha movilizado en el interior celular debe 
retornar a su lugar de origen. Para ello, la célula cuenta con el NCX pero además tiene otros 
mecanismos como la bomba de calcio del retículo (SERCA). La SERCA es la principal encargada 
de recaptar el calcio que salió del retículo de nuevo al interior del mismo y como consecuencia es 
un mecanismo fundamental en el comienzo de la diástole.  
Por lo tanto, se analizó la posible contribución de la SERCA a los cambios en la cinética de 
eliminación del calcio del citosol en nuestros miocitos. Para ello se determinó la fosforilación de 
uno de sus principales reguladores, el fosfolambano (PLB) [512]. 
El tratamiento con leptina durante tres semanas no indujo ninguna modificación en los niveles de 
fosforilación del fosfolambano como se observa en la figura 72A y 72B, sugiriendo que la SERCA 








Figura 72. (A) El tratamiento con leptina durante tres semanas no modificó los niveles de 
fosforilación del PLB ni en la serina 16 ni (B) en la treonina 17 (n=6)  Los resultados se expresan 
como la media±SEM.   
 
 
3.10 CANAL DE RIANODINA 
La teoría del control local del calcio [435] postula que cuando se abre un canal de Ca2+ tipo L, el 
incremento de [Ca2+]i local activa un pequeño grupo (cluster) de RyR produciendo un spark de 
Ca2+. Sin embargo, durante el estado de reposo de la célula, los RyR pueden abrirse de forma 
espontánea incluso en ausencia de ICaL [441] dando lugar a la liberación de sparks.  
Los RyR se activan mediante fosforilación en varios residuos de Serina, en concreto, se fosforila en 
el residuo 2815 por la CaMKII y en la Ser 2808 por la PKA. Además, en los últimos años se ha 
descrito otra fosforilación en la Ser 2030 modulada por PKA [469, 513, 514]. Modificaciones en la 




Puesto que previamente habíamos observado una disminución en el tamaño, duración y amplitud de 
los sparks, analizamos los niveles de fosforilación de los receptores de rianodina en la Serina 2808, 
y en la Serina 2815. El tratamiento con leptina durante tres semanas indujo un incremento 
significativo de la fosforilación en la Serina 2808 (Figura 73A) pero no indujo ninguna 
modificación en los niveles de fosforilación de la Serina 2815 (Figura 73B).  
 
 
Figura 73. (A) El tratamiento con leptina durante tres semanas indujo un aumento en los niveles de 
fosforilación del canal de Ryanodina en la serina 2808 pero no (B) en la serina 2815 (n=6)  Los 
resultados se expresan como la media±SEM.  *P<0.05 
 
RESUMEN: El tratamiento con leptina durante 3 semanas a una dosis de 0,36 mg/kg/día indujo un 
incremento de los niveles proteicos de NCX. Este dato es consistente con la salida más rápida de 
calcio del citosol observada por fluorescencia. Sin embargo, el tratamiento no modificó la actividad 
del fosfolambano y por lo tanto, la actividad de la SERCA manteniéndose así la carga de retículo 
sarcoplásmico. Por otro lado, leptina indujo un incremento de la fosforilación de la rianodina en el 
sitio de la PKA. Este aumento de la fosforilación de la rianodina podría ser el mecanismo 
responsable de la modificación de la cinética del canal por el cual el calcio sale de forma más lenta 




lugar a estados de subconductancias, de tal forma que puede ser una de las causas de la disminución 
del tamaño de los sparks de calcio observados durante el estado de reposo de los miocitos cardiacos.  
 
3.11 POSIBLES MECANISMOS IMPLICADOS EN EL  EFECTO 
INOTRÓPICO NEGATIVO DE LEPTINA 
3.11.1 POSIBLE IMPLICACIÓN DE eNOS  
Un incremento en los niveles de NO intracelulares produce una disminución de la contractilidad 
miocárdica [515-518], sin embargo, también se ha descrito que el NO puede inducir un efecto 
inotrópico positivo de forma aguda [519]. Se ha postulado que esta discrepancia se debe a un efecto 
bifásico del NO. Así, bajas concentraciones de NO dan lugar a un efecto inotrópico positivo y 
concentraciones más altas inducirían un efecto inotrópico negativo [520].  
El NO se genera por una familia de enzimas conocidas como óxido nítrico sintasas (NOS) de las 
que se han descrito 3 isoformas. De ellas la NOS1 ó nNOS y la NOS3 o eNOS se expresan de 
forma constitutiva en el tejido miocárdico mientras que la NOS2 o iNOS es una isoforma inducible 
[521]. Entre ellas, la que se expresa mayoritariamente en los miocitos es la NOS3 o eNOS [522]. 
Nickola  y cols. (2000) han descrito un efecto inotrópico negativo de leptina en cardiomiocitos 
aislados. En dicho estudio, se mostró que leptina era capaz de activar eNOS, proponiéndose la vía 
del óxido nítrico como la principal responsable del efecto depresor de leptina sobre la contracción  
[152]. Basándonos en dicho estudio, analizamos el efecto del tratamiento crónico con leptina sobre 
la fosforilación de eNOS en cardiomiocitos aislados de animales controles y tratados con leptina. La 
figura 74, muestra un incremento significativo de la fosforilación de eNOS en aquellos 


















Figura 74. El tratamiento con leptina durante tres semanas indujo un aumento en los niveles de 
fosforilación de la eNOS (n=6)  Los resultados se expresan como la media±SEM.  **P<0.01 
 
La actividad de eNOS  puede regularse por  desacetilación de residuos de lisinas en el dominio de 
unión a la calmodulina [523]. Además, existen evidencias de que leptina es capaz de aumentar la 
expresión  de  la desacetilasa sirtuina-1 (SIRT-1) [524].  Por todo ello, probamos la hipótesis de que 
leptina  a través de la activación de SIRT-1 pudiera estar participando en la activación de eNOS en 
los cardiomiocitos. Para ello, en otro grupo de experimentos se analizó en primer lugar la expresión 
de SIRT-1 en los miocitos procedentes de los animales tratados con leptina y de los animales 
control   
Como se observa en la figura 75A, el tratamiento con leptina durante tres semanas indujo un 
incremento en la expresión proteica de SIRT-1. 
Con la finalidad de comprobar si el aumento de la expresión de SIRT-1 inducido por leptina podría 




para analizar el porcentaje relativo de lisinas acetiladas en presencia de leptina. En primer lugar se 
inmunoprecipitó eNOS y luego se analizaron las lisinas acetiladas y se normalizaron por la cantidad 
de eNOS inmunoprecipitada en cada muestra. En la figura 75B se puede observar que los animales 
tratados con leptina el porcentaje de eNOS acetilada es significativamente menor que en los 
animales controles, esta menor acetilación corresponde con una mayor actividad de la eNOS y 
sugiere una implicación de SIRT-1  en este efecto. 
 
Figura 75. El tratamiento con leptina durante tres semanas indujo un incremento en los niveles de 
expresión proteica de la desacetilasa SIRT-1 (n=6) y (B) una disminución de la acetilación en la eNOS 
(n=4)  Los resultados se expresan como la media±SEM.  *P<0.05 
 
RESUMEN: El tratamiento con leptina durante 3 semanas a una dosis de 0,36 mg/kg/día indujo un 
incremento de la fosforilación de la eNOS en los cardiomiocitos aislados de los animales tratados. 
Asimismo indujo un incremento de la expresión de la desacetilasa SIRT-1 que se correspondió con 
una disminución de la acetilación de la eNOS en los residuos lisina. Esta activación de la eNOS por 
SIRT-1 podría traducirse en un incremento de los niveles de NO y por lo tanto,  y podría ser uno de 
los mecanismos implicados en  la disminución de la contractilidad de los cardiomiocitos observada 




































1.  EFECTO PRO-HIPERTRÓFICO DE LEPTINA 
En el momento de iniciarse la presente Tesis Doctoral, la principal evidencia del efecto pro-
hipertrófico de leptina in vitro procedía  de estudios que habían examinado el efecto directo de 
leptina en preparaciones de miocitos neonatales  o pediátricos (Ver Tabla 1). En nuestro estudio 
hemos demostrado por primera vez que leptina también es capaz de inducir hipertrofia en  los 
cardiomiocitos adultos.  
Los niveles plasmáticos de leptina en sujetos normopeso oscilan entre 5-15 ng/ml,  mientras que en 
individuos obesos se encuentran significativamente elevados, alcanzando valores entre 15-500 
ng/ml. La hiperleptinemia frecuentemente  se asocia con un aumento de la masa del ventrículo 
izquierdo [8, 525, 526]. Más aún,  distintos estudios han demostrado una correlación positiva entre 
niveles de leptina y  la masa del ventrículo izquierdo medida mediante ecocardiografía [8] o 
resonancia magnética nuclear [525] en individuos obesos o con sobrepeso pero normotensos. Estos 
resultados apoyan la idea de que leptina podría contribuir de forma independiente al desarrollo de  
la hipertrofia ventricular izquierda en humanos. Por otro lado, se han detectado niveles elevados de 
leptina en ausencia de obesidad en pacientes con cardiopatía isquémica [527] y con insuficiencia 
cardiaca [528], postulándose que los niveles elevados de leptina podrían ser un factor de riesgo 
independiente para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares graves como la insuficiencia 
cardiaca y el infarto de miocardio [529]. 
A pesar de la amplia evidencia que apoya el efecto prohipertrófico de leptina, es posible dada la 
gran diversidad de efectos inducidos por el péptido, que bajo ciertas circunstancias, leptina pudiera 
ejercer otros efectos. Este es el caso de los resultados publicados por Barouch y cols. [99] utilizando  
un modelo de ratones deficientes para leptina (ob/ob). Los ratones ob/ob desarrollan hipertrofia del 
ventrículo izquierdo. Estos investigadores mostraron que la infusión de leptina en estos ratones era 
capaz de ejercer un efecto antihipertrófico. Se deberían hacer distintas consideraciones a estos 
resultados. En primer lugar habría que tener presente que la presencia de hipertrofia cardiaca en 
estos animales puede no ser el resultado de la ausencia de leptina por sí misma, sino más bien el 
resultado de alteraciones sistémicas. Además, el efecto antihipertrófico observado al infundir 
leptina, no implica necesariamente un efecto directo sobre los cardiomiocitos. Por otra parte, el 




obesidad en roedores o en la obesidad humana. Por ejemplo, la presencia de obesidad suele ir 
acompañada de un aumento de  los niveles plasmáticos de leptina [526] y por tanto un modelo con 
deficiencia de leptina no  reflejaría las alteraciones observadas en la obesidad humana.  Por otro 
lado,  los animales ob/ob presentan valores bajos de presión arterial mientras que suele observarse 
lo contrario en la mayoría de los modelos de obesidad  en  roedores y en humanos [530]. 
En la presente tesis doctoral, hemos analizado el efecto pro-hipertrófico de leptina en 
cardiomiocitos ventriculares adultos. Hemos demostrado, que 48 horas de incubación con 100 
ng/ml de leptina aumenta de forma significativa la superficie celular y la capacidad de membrana.  
Además, también hemos demostrado que leptina es capaz  de regular al alza la expresión génica de 
SKA y β-MHC 2, 2 genes fetales que frecuentemente se encuentran elevados en modelos 
experimentales de hipertrofia cardiaca [289, 365, 367, 370]. Hay que indicar también, que en un 
estudio utilizando cardiomiocitos neonatales de rata, se  ha postulado que leptina  no solo sería 
capaz de aumentar la expresión de β-MHC  sino también de regular  al alza la expresión génica de 
ANP otro gen frecuentemente elevado en el ventrículo hipertrófico [96].  Los resultados de nuestro 
estudio  mostraron que la expresión génica de ANP no fue modificada. Las razones para esta 
discrepancia podrían tener relación con el uso de cardiomiocitos ventriculares adultos en lugar de 
células neonatales no diferenciadas. De hecho, el ARNm para ANP se expresa sobre todo en la 
aurícula de roedores adultos, mientras que en el embrión de los roedores los niveles de mayor 
expresión de ANP se encuentran en el ventrículo [531]. 
Una de las vías que más interés ha suscitado en los últimos años en cuanto a su   implicación en los 
procesos de hipertrofia cardiaca es la vía de PI3K. La PI3K(p110α) es una lípido quinasa que 
fosforila lípidos en la membrana plasmática y da lugar a fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3) 
[532]. El PIP3 a continuación activa varias cascadas de señalización, entre las que se encuentra la 
proteína serina-treonina quinasa Akt o PKB [533].  Diversos estudios en ratones han confirmado 
que la activación de la vía de PI3K-Akt es esencial para el crecimiento celular basal en el corazón y 
para la hipertrofia cardiaca fisiológica [289, 293, 294]. 
También hemos demostrado que leptina induce la activación de la vía de Akt en cardiomiocitos 
ventriculares adultos y que la inhibición farmacológica de esta vía de señalización previene la 




Está establecido que la Akt activa puede fosforilar varias dianas entre las que se encuentra mTOR 
(de sus siglas en inglés mammalian target of rapamycin). mTOR a su vez induce cambios en la 
transcripción génica que favorecen el crecimiento celular [136, 137]. Tanto mTOR como su 
principal diana p70S6K también se han estudiado con frecuencia en relación a la hipertrofia 
cardiaca [294, 534-536]. 
Hemos observado que la p70S6K se activa por el tratamiento con leptina en cardiomiocitos adultos 
de rata. Además, la inhibición farmacológica de esta vía con rapamicina previene la hipertrofia de 
los cardiomiocitos inducida por leptina. Estos datos son consistentes con los observados en un 
estudio previo en cardiomiocitos neonatales tratados con leptina [93]. 
Por otro lado, también se sabe que la activación de la señalización por ERK1/2 puede jugar un papel 
muy importante en la hipertrofia cardiaca [537, 538]. Hemos demostrado, por tanto, que leptina 
activa la vía de ERK1/2 en cardiomiocitos ventriculares adultos y que la inhibición farmacológica 
de esta vía también reduce la hipertrofia de los cardiomiocitos inducida por el tratamiento con 
leptina. Además, en consonancia con estudios previos [493], nuestros resultados muestran que la 
inhibición de la fosforilación de ERK1/2 en situación basal activa la vía de Akt. Hemos observado 
que cuando se inhibe ERK1/2 por debajo de la actividad basal, se produce hipertrofia de los 
cardiomiocitos y este efecto parece estar modulado por la activación de Akt, puesto que un pre-
tratamiento de las células con un inhibidor de Akt, en células en las que ERK presenta una actividad 
por debajo de los niveles basales, previene la hipertrofia de los cardiomiocitos inducida por la 
inhibición de ERK.  
En cuanto a la relación entre las vías de ERK1/2 y Akt, también se sabe que la activación de Akt 
puede activar la vía de ERK1/2 [493]. En nuestro estudio hemos observado que la activación de 
ERK1/2 inducida por leptina requiere una activación previa de la Akt en cardiomiocitos 
ventriculares adultos.  
Sin embargo, también podrían estar implicadas otras vías de señalización en el efecto pro-
hipertrófico inducido por leptina en cardiomiocitos ventriculares adultos. En este sentido, se ha 

































bajo peso molecular RhoA [92] y la MAPK p38 [88] entre otras pueden estar implicadas en los 












Figura 76. Esquema de los posibles mecanismos implicados en el efecto pro-hipertrófico de leptina. Leptina 
a través de la activación de las vías de Akt y ERK1/2 induce hipertrofia en cardiomiocitos ventriculares 
adultos. 
 
2. EFECTO DE LEPTINA SOBRE EL REMODELADO DE LOS 
CANALES IÓNICOS CARDIACOS 
Está bien establecido que la alteración de canales de potasio es una de las principales causas del 
remodelado electrofisiológico del corazón patológico. Se ha demostrado que la Itof, que juega un 
papel muy importante en la fase inicial de repolarización del potencial de acción [497], se regula a 





Además del remodelado de la Itof, se ha descrito una regulación a la baja de la corriente de entrada 
rectificadora de potasio IK1, tanto en la hipertrofia cardiaca como en la insuficiencia [495, 498]. Esta 
corriente juega un papel importante en la fase final de la repolarización y en el mantenimiento de la 
estabilidad del potencial del reposo del ventrículo.  
La corriente de calcio tipo L (ICaL) es la principal fuente de entrada de calcio en los miocitos 
cardiacos,  contribuye a la fase de meseta del potencial de acción y es crítica para el disparo del 
proceso de excitación-contracción cardiaco. Estudios de esta corriente en miocitos de corazones 
insuficientes han arrojado diferentes resultados, unos estudios no han mostrado cambios [502, 503] 
mientras que en otros se ha observado una disminución [500, 501]. Además, los canales de calcio 
tipo T presentes en los cardiomiocitos del ventrículo del neonato y en las células marcapasos no se 
detectan en miocitos ventriculares adultos. Sin embargo, pueden re-expresarse en situaciones de 
patología como tras un infarto de miocardio o en la hipertrofia ventricular izquierda [393, 504].   
Los resultados de la presente tesis doctoral muestran que los niveles de ARNm y de expresión 
proteica de Kv4.2 y Kv4.3, las subunidades α responsables de Itof en la rata, se regulan al alza en 
cardiomiocitos tratados con leptina. Además, los niveles de ARNm de la subunidad auxiliar del 
canal KChIP2, que es esencial en la regulación de la expresión del canal de la Itof en la superficie 
celular, también se incrementa en los miocitos tratados con leptina. Sin embargo, el tratamiento con 
leptina no modifica la expresión génica de otros canales iónicos cardiacos implicados en la fase de 
repolarización del potencial de acción cardiaco, como son el Kir2.1, Cav1.2 o Cav3.1, resultando el 
efecto de leptina selectivo de las subunidades del canal de potasio que codifican para la Ito.  
Asimismo, la expresión proteica de las subunidades α Kv4.2 y Kv4.3 y de la subunidad auxiliar 
KChIP2 también se encuentra aumentada en los miocitos tratados con leptina. Como resultado de 
este incremento de la expresión proteica de Kv4.2, Kv4.3 y KChIP2, leptina incrementa la amplitud 
y densidad de Itof y produce una disminución de la duración del PA sin modificar las propiedades de 
activación o inactivación. Así pues, nuestros resultados moleculares se relacionan con los cambios 




Como se ha descrito previamente, leptina puede incrementar la fosforilación de Akt en los miocitos 
ventriculares adultos y nuestros datos muestran que la inhibición farmacológica de esta vía previene 
la regulación al alza de los canales de Itof inducida por leptina.  
En la presente tesis doctoral hemos demostrado que la regulación al alza de las subunidades α 
Kv4.2 y Kv4.3 y de la subunidad β KChIP2 inducidas por leptina se correlaciona con la regulación 
al alza de los niveles de ARNm. Por lo tanto una regulación transcripcional parece un mecanismo 
plausible. Además, hemos demostrado  que  la vía de Akt está implicada en este mecanismo, ya  
que la inhibición farmacológica de esta vía previene el aumento de los niveles de ARNm y 
proteicos de las subunidades que codifican para el canal de Itof  así como el aumento en la amplitud 
y densidad de dicha corriente.  
Se sabe que la señalización por Akt está implicada en la regulación de la síntesis proteica y en la 
citoprotección en miocitos cardiacos [292]. En ratones transgénicos se ha confirmado que la vía de 
Akt es esencial tanto para el crecimiento fisiológico de los miocitos como para el desarrollo de 
hipertrofia fisiológica [292]. Además, varios estudios [506, 507] aunque no todos [505] han 
postulado que la activación de Akt inducida por el ejercicio físico podría mejorar el remodelado 
eléctrico patológico asociado con algunas patologías cardiacas. Asimismo, en neuronas, la 
regulación al alza de Kv4.2 inducida por factores neurotróficos como la neuregulina-1 o neuritina, 
parece estar mediada por la activación de la vía de Akt [539, 540]. 
Los sustratos de la Akt incluyen la GSK3β (de sus siglas en inglés glycogen synthase kinase) y los 
factores de transcripción Foxo 1 y Foxo 3a [541]. Se sabe que la familia de factores de transcripción 
Foxo regula la actividad del promotor de varios canales de potasio [542]. La GSK3β también 
modula la actividad de varios factores de transcripción entre los que se incluyen los promotores de 
los factores de transcripción nucleares de las células T activas (NFAT), promoviendo su salida del 
núcleo [543], lo que puede contribuir a la regulación transcripcional de la expresión de los canales 
de potasio [544]. 
En roedores, la Itof tiene una gran importancia en la fase 1 de la repolarización del ventrículo y en la 
duración del potencial de acción. En humanos, sin embargo, la contribución directa de la Itof a la 




pueden alterar la amplitud de la fase de meseta y así de forma indirecta cambiar la cinética de otras 
corrientes iónicas trasnmembrana como la ICaL [545]. De esta forma, cambios en la expresión de los 
canales que codifican para la Itof pueden modular el acoplamiento excitación-contracción en células 
del miocardio [497]. Se puede, por tanto, especular que la regulación al alza de los canales de la Itof 
inducida por leptina podría reducir la duración del potencial de acción mediante la disminución de 
la duración de la entrada de calcio y también atenuar la contractilidad cardiaca. Por otro lado, las 
consecuencias del efecto de leptina en los canales de Itof en cardiomiocitos aislados de corazones 
con una patología pueden ser diferente.  
Como se ha explicado previamente, los niveles de leptina se encuentran elevados en la obesidad 
humana y, además, se sabe que la obesidad se asocia frecuentemente con patologías como la 
diabetes y/o la hipertensión, dando lugar a un estado de complicación de la obesidad [546]. Este 
estatus se caracteriza por efectos deletéreos en el corazón que incluyen hipertrofia cardiaca 
patológica y disminución de corrientes de potasio [65, 547, 548]. En este escenario, los mecanismos 
a través de los cuales leptina induce una regulación al alza de los canales de Itof como los 
observados en nuestro estudio, podrían tener un efecto beneficioso al compensar las reservas 
repolarizantes de potasio reducidas que se producen en la hipertrofia patológica asociada a diabetes 
o hipertensión. De esta forma, leptina podría proteger el corazón patológico de una prolongación 
excesiva de la duración del potencial de acción, reduciendo así el riesgo de aparición de arritmias y 
muerte súbita en pacientes con obesidad complicada. La posibilidad de que leptina, a través de este 
mecanismo, pueda participar en los resultados clínicos más favorables que se ven en pacientes 
obesos con insuficiencia cardiaca congestiva [549] o enfermedad coronaria [266] en comparación 
con pacientes normopeso, fenómeno conocido como paradoja de la obesidad, es una cuestión 



















Figura 77. Esquema de los posibles mecanismos implicados en el efecto de leptina sobre el remodelado 
iónico. Leptina a través de la activación de la vía e Akt induce un incremento de la expresión de las 
subunidades Kv4.2, Kv4.3 y KChIP2 del canal de potasio que codifica la Itof. 
 
3. EFECTO DE LA LEPTINA SOBRE EL ACOPLAMIENTO 
EXCITACIÓN-CONTRACCIÓN EN UN MODELO IN VIVO 
Varios estudios han demostrado que leptina produce un efecto inotrópico negativo dependiente de 
la concentración en miocitos adultos aislados [152] y que este efecto no tiene lugar en ratas 
espontáneamente hipertensas. Se ha postulado que esta discrepancia en los efectos de leptina en la 
contracción cardiaca se debe a que en los miocitos de ratas espontáneamente hipertensas no tiene 
lugar la activación de la vía de STAT3 inducida por leptina [550]. Por lo tanto, los miocitos 
procedentes de las ratas espontáneamente hipertensas presentarían una resistencia a los efectos de la 
leptina a pesar de expresar las mismas cantidades de receptor OB-Rb [550]. Sin embargo, hasta el 
momento en el que se inició el presente estudio se desconocían los efectos de un tratamiento a largo 
plazo con leptina en la función y la contractilidad cardiaca.  
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El acoplamiento excitación contracción es el proceso que, desde la excitación del miocito, da lugar 
a la contracción del músculo cardiaco. En este proceso, son fundamentales las concentraciones 
intracelulares de calcio y la regulación de distintas proteínas implicadas en la homeostasis del  
mismo como la SERCA, el intercambiador Na+/Ca2+ y el receptor de la rianodina.  
En general, se acepta que fallos en la homeostasis del calcio dan lugar a RyR con una cinética 
alterada que a su vez dan lugar a una disminución del contenido de calcio del retículo que tendrá 
como consecuencia una disminución de la contractilidad, frecuentemente asociada con la 
insuficiencia cardiaca [470, 471, 473-475]. Además, también se han propuesto como posibles 
causas de la disminución de la carga del retículo que ocurre durante la insuficiencia cardiaca una 
disminución de la función de la SERCA y un incremento del NCX [478]. 
Por otro lado, leptina in vivo ejerce efectos en el corazón no solo de manera directa, sino que 
también ejerce efectos indirectos derivados de un incremento de la presión arterial [508]. Para poder 
aislar los efectos cardiacos directos de leptina de los efectos derivados del incremento de la presión 
arterial, se utilizó un modelo de infusión crónica de leptina durante 3 semanas con una dosis que no 
produce efectos hipertensivos [96]. Esta dosis no modificó ni la expresión de receptores de leptina 
ni el peso corporal de los animales o el peso del corazón normalizado por la tibia. Sin embargo, sí 
tuvo efectos en la función cardiaca, que se vio disminuida tras el tratamiento con leptina 
observándose una disminución de la fracción de eyección y de la fracción de acortamiento en el 
ecocardiograma.  Esta disfunción cardiaca se acompañó de una disminución de los transitorios 
observada en los animales tratados con leptina, que sin embargo, no presentaron alteraciones de la 
carga del retículo sarcoplásmico.  
Una de las proteínas implicadas en la regulación del proceso de acoplamiento excitación- 
contracción cardiaco es el intercambiador Na+/Ca2+ (NCX). Se ha relacionado un aumento de la 
expresión del NCX con la hipertrofia e insuficiencia cardiaca [420, 551]. De esta forma, 
alteraciones en su actividad pueden contribuir a la patogénesis de disfunciones contráctiles, así 
como modificar la duración del potencial de acción cardiaco e inducir arritmias [552]. El flujo de 
Ca2+ a través del NCX es lento en comparación con el de la SERCA [553]. Sin embargo, es el 
mecanismo más importante implicado en la extrusión de Ca2+ al exterior celular. Por este motivo, 




del contenido de Ca2+ del retículo sarcoplásmico o de la amplitud de los transitorios de Ca2+ (al 
acelerar la constante de salida del Ca2+ al exterior), así como alteraciones de la duración del 
potencial de acción cardiaco [552]. 
Nuestros resultados muestran una extrusión más rápida del calcio citosólico en los animales tratados 
con leptina durante 3 semanas. Este vaciado más rápido del Ca2+ citosólico se corresponde con un 
incremento de la expresión proteica del NCX observado en estos animales. La sobreexpresión del 
NCX, en principio, tendría como consecuencia una mejora en la relajación de la célula [419]. Sin 
embargo, también contribuye a una disminución de la función contráctil, incluso con una mejor 
función diastólica. El resultado de esta menor función contráctil es una disfunción sistólica, dato 
que se corresponde con los resultados observados por ecocardiografía en estos animales.  
Por otro lado, también se sabe que un aumento de la expresión del NCX puede ser un factor 
beneficioso frente a la isquemia cardiaca [554], por lo que este mecanismo podría estar implicado 
en los efectos cardioprotectores de leptina frente al daño por isquemia y reperfusión [82]. 
Asimismo, se ha establecido que en estadios previos a la insuficiencia cardiaca y durante la 
hipertrofia compensada, el incremento de la expresión proteica de NCX se acompaña de un 
incremento en la expresión o la actividad de la SERCA y el fosfolambano, con un cociente 
SERCA/fosfolambano similar al control. Sin embargo, cuando la función cardiaca y la función de 
los miocitos se deteriora, el NCX sí se encuentra incrementado pero no ocurre lo mismo con la 
SERCA y el fosfolambano que pueden encontrarse disminuidos [555, 556].  
En nuestro estudio se ha observado un incremento de los niveles de expresión de NCX que no se 
acompañó de un incremento en la actividad del fosfolambano, el principal regulador de la actividad 
SERCA. Estas observaciones se corresponden con la situación de disfunción previamente descrita, 
en la que los niveles de NCX se encuentran elevados, pero no así la SERCA. Una disminución de la 
expresión o la actividad de la SERCA resultarían en una menor carga del retículo sarcoplásmico 
que, asimismo, contribuiría a una disfunción sistólica. Sin embargo, en el estadio de la patología 
inducida por leptina tras 3 semanas de tratamiento, la carga del retículo permanece inalterada, lo 




La regulación de la apertura del canal de la rianodina ha suscitado gran controversia en los últimos 
años [469, 513]. En particular, la contribución de la fosforilación del RyR en la Ser 2808 por la 
PKA ha sido objeto de debate y de numerosas revisiones. Se sabe que el RyR se fosforila en la Ser 
2814 ó 2815 según la especie por la CaMKII y en la Ser 2808 ó 2809 por la PKA. Además, en los 
últimos años se ha descrito otra fosforilación en la Ser 2030 ó 2031 modulada por PKA que también 
puede contribuir a la regulación del canal [514]. Ya en 1995 Valdivia y colaboradores describieron 
que la PKA puede modular la actividad de los RyR de forma que a corto plazo se produce un 
aumento en la probabilidad de apertura del mismo, pero que a largo plazo da lugar a un mecanismo 
de retroalimentación negativa por el que la probabilidad de apertura del canal nuevamente se 
reduce. Este mecanismo de adaptación tiene como consecuencia alteraciones en la cinética del canal 
[557]. Posteriormente, el grupo de Andrew Marks, demostró en el año 2000que la fosforilación de 
la Ser2808 del RyR por la PKA da lugar a una disociación de la proteína reguladora del canal 
FKBP12.6. Esto tiene como consecuencia una alteración de la función del canal, observándose una 
desestabilización de la estructura tetramérica del mismo que da lugar a estados de subconductancias 
[479] llegándose a observar subconductancias en un 52% de los RyR de corazones insuficientes.  
Sin embargo, otros grupos, como el grupo de Donald Bers han restado importancia a la contribución 
de la regulación del RyR por PKA [513], de forma que en sus trabajos han observado que la 
regulación del canal por CaMKII y su fosforilación en la Ser2815 contribuiría de una forma mucho 
más importante al mantenimiento de la homeostasis del calcio.  
En la presente tesis doctoral hemos observado que el tratamiento con leptina a largo plazo induce un 
incremento de la fosforilación del RyR en la Ser 2808 pero no en la Ser 2815. Por otro lado, se sabe 
que leptina puede activar PKA [558] y que una sobreactivación de la PKA regula la cinética del 
canal de rianodina. Además, hemos demostrado que tanto los transitorios de calcio como los sparks 
se encuentran disminuidos en amplitud por el tratamiento con leptina. En este sentido, la 
hiperfosforilación de la Ser2808 por PKA puede dar lugar a la desestabilización del canal y por 
tanto a estados de subconductancias [479] que serían los responsables de la disminución de la salida 
de Ca2+ del retículo. Además, la frecuencia de sparks se encuentra inalterada a pesar de la 
hiperfosforilación del canal por PKA. Este fenómeno puede explicarse como consecuencia del 




regulación por PKA el canal aumenta su probabilidad de apertura durante un breve espacio de 
tiempo para luego volver a estados basales.  
Asimismo, hemos observado un incremento de la potenciación post-reposo en los animales tratados 
con leptina. Este incremento del calcio liberado del retículo en el primer estímulo tras el estado de 
reposo puede deberse a que puesto que hay una menor liberación de calcio en forma de sparks 
durante la fase en la que la célula no se estimula, la carga del retículo es ligeramente mayor en este 
punto.  
Está ampliamente descrito que la corriente de calcio tipo L es la corriente con más importancia en el 
inicio del proceso de acoplamiento excitación-contracción y es suficiente para activar varios canales 
de rianodina mediante cambios en la concentración de calcio local [459]. Sin embargo, en nuestro 
modelo, la corriente de calcio tipo L permanece inalterada, por lo que se han explorado otros 
mecanismos capaces de inducir modificaciones en la homeostasis del calcio sin implicar a la ICaL. 
En estudios previos en miocitos tratados con leptina in vitro, se ha observado que la disminución de 
la contractilidad celular inducida por leptina implica la producción de NO [152]. Se sabe que el NO 
se genera por una familia de enzimas conocidas como óxido nítrico sintetasas (NOS) que catalizan 
la conversión del aminoácido catiónico L-arginina en L-citrulina en presencia de oxígeno (O2) y 
NADPH. Se han descrito 3 isoformas de NOS que comparten entre el 50% y el 60% de homología. 
De ellas la NOS1 ó nNOS y la NOS3 o eNOS se expresan de forma constitutiva en el tejido 
miocárdico y son sensibles a la regulación por Ca2+. Por el contrario la NOS2 o iNOS es una 
isoforma inducible y no se regula por las concentraciones de Ca2+ intracelular [521]. De todas ellas, 
la que se expresa mayoritariamente en los miocitos es la NOS3 [522]. Un incremento en los niveles 
de NO intracelulares induce una disminución de la contractilidad miocárdica [515-518], aunque 
también se ha visto que el NO de forma aguda puede inducir un efecto inotrópico positivo [519]. 
Esta discrepancia puede deberse a un efecto bifásico del NO, de tal forma que bajas concentraciones 
del NO dan lugar a un efecto inotrópico positivo y concentraciones más altas a un efecto inotrópico 
negativo [520]. Sin embargo, los mecanismos implicados en este efecto, entre los que se han 
incluido alteraciones en la sensibilidad de las miofibrillas al Ca2+ y modificaciones en el equilibrio 




Nuestros estudios demuestran que el tratamiento a largo plazo con leptina induce un incremento de 
la actividad de la NOS3 o eNOS, sugiriendo un incremento de los niveles de NO en el miocardio 
que pueden ser en parte responsables de la disminución de la contractilidad que se observa en los 
animales tratados con leptina.  
Recientemente se ha descrito que el tratamiento con leptina induce un incremento de la expresión 
de SIRT-1 en la corteza cerebral [524]. Por otro lado, se sabe que la SIRT-1 puede regular la 
actividad de la eNOS en la arteria aorta mediante un mecanismo de desacetilación en residuos de 
lisinas [559] y que estas lisinas se encuentran en el dominio de unión a la calmodulina [523]. 
Nuestros resultados muestran que leptina también induce un incremento de los niveles de expresión 
proteica de SIRT-1 a nivel miocárdico. Además, mediante inmunoprecipitación hemos demostrado 
que en los animales tratados con leptina el porcentaje de eNOS acetilada es significativamente 
menor que en los animales controles. Esta menor acetilación corresponde con una mayor actividad 
de la eNOS y sugiere una implicación de SIRT-1 (u otras desacetilasas) en este efecto. 
Cada vez existen más evidencias de que el estrés oxidativo y nitrosativo juega un papel fundamental 
en la patología miocárdica. En concreto se ha implicado un aumento del estrés oxidativo o 
nitrosativo en el desarrollo de hipertrofia [560], la insuficiencia cardiaca [561] la isquemia 
miocárdica [562] y la fibrilación auricular [563].  
En la célula, las especies reactivas de oxígeno (ROS) son moléculas inestables y muy reactivas que 
pueden ser producidas por xantina oxidasas, lipoxigenasas, cicloxigenasas, por las mitocondrias e 
incluso por la eNOS. La concentración de especies reactivas de nitrógeno (RNS) celular se 
relaciona directamente con la producción de NO. El NO reacciona rápido con el anión superóxido 
(O2-) dando lugar a peroxinitrito (ONOO-) que dará lugar a modificaciones proteicas. En 
condiciones basales, tanto las ROS como las RNS ejercen funciones fisiológicas en la defensa del 
organismo frente a patógenos e incluso en la regulación de la expresión génica y el crecimiento 
celular. Sin embargo un exceso de estas especies puede ser muy negativo para el funcionamiento 
celular al dañar el ADN y proteínas de forma inespecífica, y porque modifican las cascadas 
reguladas por el equilibrio red-ox celular. Se sabe que las ROS pueden modular de forma directa 
proteínas relacionadas con el proceso de acoplamiento excitación contracción cardiaco [564] y que 




lugar a procesos citotóxicos entre los que también se incluye la alteración de la homeostasis del 
calcio [565, 566]. Por otro lado, los efectos del NO y las RNS en la función cardiaca se deben a la 
actividad de las distintas isoformas de la óxido nítrico sintetasa y su localización celular. En 
concreto la eNOS se localiza en las caveolas y puede producir una disminución de la contractilidad 
mediante la modulación de la estimulación β-adrenérgica y de la actividad de la PKA, que puede a 
su vez modular la fosforilación del canal de la rianodina en su sitio específico [567-569]. Por tanto, 
un incremento del estrés oxidativo y nitrosativo se relacionaría directamente con la patogénesis de 
la disfunción contráctil, existiendo una fuerte relación entre el balance red-ox/nitroso y la función 
de los cardiomiocitos así como de sus propiedades eléctricas. 
Así pues, nuestros resultados demuestran que un amento de los niveles de leptina en animales 
sanos, ejerce efectos deletéreos a nivel cardiaco. Nosotros proponemos, sin embargo, que en 
situaciones en las que la relajación se encuentra comprometida, algunos de los efectos inducidos por 
leptina como el aumento de la expresión del NCX, pueden contribuir a una mejora de la situación 
patológica [419]. Por otro lado, la hiperfosforilación de la RyR en el sitio de la PKA puede conducir 
a una situación de subconductancia del canal de forma que la liberación de calcio del retículo puede 
estar disminuida. En una situación fisiológica, esta menor salida de calcio del retículo sería negativa 
para la correcta contractilidad de la célula. Sin embargo, en algunas situaciones patológicas como la 
insuficiencia cardiaca, el retículo sarcoplásmico presenta una mayor liberación de calcio de forma 
espontánea por parte del retículo, conduciendo a una menor carga del retículo sarcoplásmico y 
como consecuencia a una disminución de la contractilidad [473]. En estas circunstancias, la 
disminución de la liberación espontánea de calcio inducida por leptina debida a los estados de 
subconductancias de los canales pueden contribuir al mantenimiento de la carga del retículo 
sarcoplásmico y de esta forma a mantener la contracción cardiaca. Por lo tanto, nuestros datos en 
conjunto apoyan la hipótesis de que los efectos de leptina podrían ser un mecanismo protector en 






















Figura 78. Esquema de los posibles mecanismos implicados en el efecto de leptina sobre el acoplamiento 
excitación-contracción cardiaco (Modificada de Bers DM, Nature 2002). Leptina induce un incremento de la 








































1. Leptina induce un efecto pro-hipertrófico en cardiomiocitos ventriculares adultos que está 
mediado al menos en parte por la activación de la vía de Akt/mTOR y en el que también participa la 
activación de la vía de ERK1/2. 
2. Leptina induce un remodelado iónico en los cardiomiocitos ventriculares adultos aumentando la 
Itof. Este remodelado iónico se debe al aumento de la expresión proteica de las subunidades α Kv4.2 
y Kv4.3 del canal de potasio y de la subunidad auxiliar KChIP2, que está mediado al menos en 
parte por la activación de la vía de Akt.  
3. Una dosis moderada y no hipertensiva de leptina conduce a una insuficiencia cardiaca in vivo que 
se acompaña de un aumento de la expresión  del intercambiador Na+/Ca2+ y alteraciones de los 
canales de rianodina en el sitio de fosforilación de PKA. 
4. Leptina, en dosis moderadas, induce una activación de la vía de eNOS mediada por desacetilasas. 
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Abstract Circulating leptin levels are elevated in obesity and
hyperleptinaemia has been postulated to be an independent risk
factor for the development of cardiovascular diseases. Al-
though many studies have been published on the mechanisms
involved in the effects of leptin on cardiac function and path-
ological remodeling, scarce information is currently available
analyzing the influence of prolonged leptin treatment on ionic
cardiac channels remodeling in adult ventricular myocytes.
Enzymatically isolated adult rat ventricular myocytes were
treated with leptin or vehicle for 48h. Real-Time RT-PCRwere
used to analyze mRNA expression of Kir2.1, Cav1.2, Cav 3.1,
Kv4.2 and Kv4.3 α-subunits and KChIP2 auxiliary subunit.
The fast transient outward potassium channels (Itof) α-subunits
Kv4.2, Kv4.3 and KChIP2 were analyzed by Western-blot.
The fast transient outward potassium current and the action
potentials were recorded in isolated myocytes by the whole-
cell patch-clamp technique. Leptin treatment induced an up-
regulation of Kv4.2, Kv4.3 and KChIP2 subunits mRNA
expression. However, transcriptional levels of Kir2.1,
Cav1.2, or Cav3.1 α-subunit channels were unmodified by
leptin. Protein expression levels of Kv4.2, Kv4.3 and KChIP2
subunits were also increased by leptin. The electrophysiolog-
ical study showed that leptin increases the fast transient out-
ward potassium current amplitudes and densities shortening
action potential duration. In addition, leptin activated Akt
signaling in cardiomyocytes and this mechanism was involved
in the effect of leptin on Itof channels. In conclusión, leptin
increases both the expression and function of Itof channels in
adult ventricular myocytes and this mechanism involves Akt
signaling. Altogether these data suggest that leptin could exert
beneficial or detrimental effects depending on the initial ven-
tricular myocyte repolarizing reserve.
Keywords leptin . Kv4.2 . Kv4.3 . Akt signaling .
cardiomyocytes . transient outward potassium current . ionic
channel remodeling
Introduction
Leptin is an adipocyte-derived protein hormone encoded by
the OB-gene that is involved in the central regulation of food
intake and energy expenditure [17, 63]. Sources of leptin are
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not restricted to adipose tissue, and it is well accepted that
myocardial tissue can also produce leptin, exerting autocrine
and paracrine effects [2, 52]. In addition to this, leptin recep-
tors OB-Ra and OB-Rb are expressed in the heart supporting a
direct effect of leptin on cardiac tissue [41]. Furthermore,
obesity, even when uncomplicated by hypertension or diabe-
tes, is frequently associated with hyperleptinemia [13], and
high levels of leptin have been postulated as a risk factor for
heart failure [55].
Ion channel remodeling associated with myocardial dam-
age is a well-known event that can contribute to cardiac
rhythm disturbances in the pathological heart [3, 34, 54].
Studies in animal models and in humans have revealed that
the ventricular action potential (AP) prolongation observed
in failing hearts increases the risk to suffer arrhythmias and
was associated with functional downregulation of ventricu-
lar repolarizing K+ currents [3, 23, 24]. Indeed, changes in
the expression of L- and T-type calcium channels have also
been related to ventricular hypertrophy and heart failure
[28, 40].
The stimulation of leptin cardiac receptor is associated
with janus kinase (JAK)/signal transducer and activator of
transcription (STAT) signaling and also with the activation
of the mitogen-activated protein kinase (MAPK) and
phosphoinositide-3-kinase (PI3K) pathways which have been
implicated in myocyte hypertrophy and cardioprotection [49,
62]. In addition, enhanced PI3K signaling has been associated
with upregulation of K+ currents and improvement of electrical
remodeling in pathological hypertrophy and heart failure [58].
During the last years, increasing attention has been paid
to understand the mechanisms involved in the effects of
leptin on cardiac function and remodeling [2, 42, 52, 56].
However, it remains unknown whether prolonged leptin
treatment can modulate ionic channel expression in cardiac
tissue. Therefore, the aim of the present study was to inves-
tigate the effect of prolonged leptin exposure on the func-
tional expression of the main channels that participate in the
repolarizing phase of the ventricular AP in adult ventricular
myocytes [35]. We have analyzed the effect of leptin on the
fast transient outward potassium channel (I tof) encoded by
Kv4.2 and Kv4.3 α-subunits, the inwardly rectifying potas-
sium (Kir) channel encoded by Kir2.1 α-subunit, the L-type
calcium channel (ICaL) encoded by the α-subunit Cav2.1,
and the T-type calcium channel (ICaT) encoded by the α-
subunit Cav3.1. We report here that treatment of rat ventric-
ular myocytes with leptin for 48 h upregulates the transcript
and the protein level of the molecular components of I tof
channels and increases the amplitude and density of I tof.
However, transcription levels of Kir2.1, Cav1.2, or Cav3.1
α-subunit channels were unmodified by leptin treatment.
Furthermore, our results demonstrate that the effect of leptin
on the expression and function of the I tof channel was
mediated by AKT signaling.
Methods
Isolation of adult ventricular cardiomyocytes
and experimental design
All experimental procedures were performed in accordance
with the animal care guidelines of the European Union (2010/
63/EU), and this study conforms to the Guide for the Care and
Use of Laboratory Animals published by the U.S. National
Institute of Health (NIH Publication No. 85–23, revised
1996). Experiments were approved by the Bioethical Com-
mittee of the Complutense University of Madrid.
Rats were heparinized (4 IU/g, i.p.) and properly anesthe-
tized (sodium pentobarbital, 50 mg/kg, i.p.) with analgesia
(buprenorfin, 0.05 mg/kg, i.p.). Adequacy of anesthesia was
determined by assessing loss of the pedal reflex. Ventricular
myocytes were isolated as previously described [46]. Briefly,
the ascending aorta was cannulated and the heart was perfused
in a Langendorff system with collagenase (251 IU/mL,
Worthington type II). Hearts were first perfused for 2–3 min
at 36-37°C with a standard Ca2+-free Tyrode solution which
contained 0.2 mmol/L EGTA, and then for 3–4 min approx-
imately with the same Tyrode solution containing 251 IU/mL
of collagenase type II (Worthington Biochemical) and
supplemented with 0.1 mmol/L CaCl2. After perfusion, the
hearts were removed from the Langendorff apparatus and the
left ventricle, excluding the septum, was cut up, chopped into
small pieces, and gently stirred for 2–5 min in a standard
Tyrode solution containing 0.1 mmol/L of CaCl2 to disperse
the isolated left ventricular myocytes. The resulting cell sus-
pensions were filtered through a 250 μm nylon mesh and
centrifuged for 3 min at 20×g . The pellet obtained was
resuspended in the Tyrode solution containing 0.5 mmol/L
CaCl2. Finally, the cells were again centrifuged and re-
suspended in a Tyrode solution containing 1 mM CaCl2. This
procedure yielded quiescent rod-shaped myocytes that were
viable for up to 2 days when incubated at 37 °C in Tyrode
solution supplemented with 1 mM CaCl2, 10 IU/L insulin,
1 mg/mL BSA, 100 IU/mL penicillin, and 0.1 μg/mL strep-
tomycin [8, 15]. For each experiment, we employed ventric-
ular cardiomyocytes isolated from two rat hearts which were
stimulated for 48 h at 37 °Cwith vehicle (water) or 100 ng/mL
of leptin. In some experiments, myocytes were pretreated for
1 h with 1 μM of the AKT inhibitor triciribine. Cells were
divided into four groups: one of them was treated with vehicle
(DMSO 0.01 %), another one was treated with leptin 100 ng/
mL plus vehicle (DMSO 0.01 %), another group was treated
with 1 μM triciribine, and finally, another group was
pretreated for 1 h with triciribine and then with 100 ng/mL
leptin. The leptin concentrations were chosen based on report-
ed values of plasmatic concentration in obese individuals [43,
50] and on previous experimental studies in isolated myocytes
[1].
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Solutions and drugs
The Ca2+-free Tyrode solution for myocyte isolation
contained (in mmol/L): 130 NaCl, 5.4 KCl, 0.4 NaH2PO4,
0.5 MgCl2, 25 HEPES, 5 NaHCO3, and 22 glucose; pH
adjusted to 7.4 with NaOH.
The storage solution for myocytes incubation contained
(in mmol/L): 130 NaCl, 5.4 KCl, 0.4 NaH2PO4, 0.5 MgCl2,
25 HEPES, 5 NaHCO3, 22 glucose, 1 CaCl2, 10 IU/L
insulin, 1 mg/mL BSA, 100 IU/mL penicillin, and 0.1 μg/
mL streptomycin; pH 7.4.
The solution for I tof current recordings contained (in mmol/
L): 135 NaCl, 10 glucose, 10 HEPES, 1 MgCl2, 1 CaCl2, 5.4
KCl, and 2 CoCl2; pH 7.4. The intracellular recording pipette
solution contained (in mmol/L): 125 potassium aspartate, 25
KCl, 10 EGTA, 5 HEPES, 1 MgCl2, 5 ATP, and 0.4 GTP;
pH 7.2.
Action potentials were measured in a standard external
solution containing (mM): 140 NaCl, 4 KCl, 1.1 MgCl2,
1.8 CaCl2, 10 glucose and 10 HEPES (pH adjusted to 7.4
with NaOH). The internal solution contained (mM): 125
KCl, 4 MgCl2, 5 EGTA, 10 HEPES, 10 glucose, 5
Na2ATP, and 5 disodium creatine phosphate; pH adjusted
to 7.2 with KOH.
Electrophysiological recordings
Whole-cell recordings were obtained at room temperature
(22–24 °C) using an Axopatch-200B amplifier (Axon Instru-
ments) interfaced to a Digidata 1322A (Axon Instruments).
The recording pipettes were made from 1.5-mm-OD soft-
glass capillary tubing by using a P97/PC, Sutter Instruments
puller. Pipettes tip resistances ranging from 0.9 to 2 MΩ.
Series resistances (R s) averaged 4.4±0.1 MΩ (n =65) and
was compensated by 80 %. Voltage-clamp paradigms were
controlled by pClamp 8 software (Axon Instruments).
In the rat, the cardiac transient outward potassium
current (I to) is composed of fast (I tof) and slow (I tos)
components. I to was evoked by depolarizing pulses from
a holding potential of −80 mV to voltage steps from −70
to +60 mV in 10-mV increments for 500 ms; a prestep
to −40 mV for 25 ms was used to inactivate sodium current.
The pulse interval was 0.1 Hz. I tof was obtained by the
subtraction of the currents obtained before and after 3 mM
4-AP application [8, 15].
Membrane capacitance (Cm) was elicited by applying
±10 mV voltage steps from a holding potential of −60 mV,
and Cm was calculated according to the equation:
Cm ¼ τcI0=ΔEm 1−I∞= I0ð Þ½ 
where τc is the time constant of the membrane capaci-
tance, I0 is the maximum capacitance current value, ΔEm
is the amplitude of the voltage step, and I∞ the amplitude
of the steady-state current. Cm was significantly higher in
leptin-treated cells. Cm averaged 101.6±5.2 pF in control
cells (n =22) and 122.0±5.0 pF in cells treated with leptin
(n =23); P <0.01.
We carried out current-clamp experiments to analyze
APs in eight control and eight ventricular myocytes treated
with leptin 100 ng/mL for 48 h. APs were elicited at 10-s
intervals by 1.5-fold excitation threshold current pulses of
2.5 ms in duration. After stabilization of the records, ten
successive APs were recorded. The parameters of the APs
for each cell corresponded to the mean of these ten APs.
The AP duration (APD) was measured at 20 %, 50 %,
and 90 % repolarization.
The voltage dependence of activation was estimated from
the chord conductance according to:
G ¼ I = Vm−V revð Þ
d∞ Vmð Þ ¼ G=Gmax
where G is the chord conductance calculated at membrane
potential Vm, I is the current magnitude, and V rev is the
apparent reversal potential of the current. d∞(Vm) is the
steady-state activation parameter and Gmax is the maximal
value of G .
Assuming a Bolzmann distribution, normalized data points
were fitted by a nonlinear curve-fitting program to the follow-
ing equation:
d∞ Vmð Þ ¼ 1= 1þ exp V 50−Vmð Þ=k½ f g
where V50 is the potential at which the conductance is half-
maximally activated, and k is the slope factor describing the
steepness of the activating curve.
The voltage dependence of steady-state inactivation for I tof
was determined by applying a 2 s conditioning pulse from a
holding potential of −80 mV to a potential between −60 and
0 mV) followed by a 500 ms test pulse to +40 mV.
Test current (I ) obtained from the different prepulses po-
tentials were normalized to the maximal elicited current
(I /Imax). The voltage dependence of I tof inactivation could
be approximated by a Bolzmann distribution function:
I=Imax ¼ 1þ exp V 50−V cð Þ=k½ f g−1
where Vc is the voltage of the conditioning pulse, V50 is the
potential at which the current is half-maximally inactivated,
and k is the slope factor.
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RNA extraction and real-time RT-PCR
The messenger ribonucleic acid (mRNA) level of several K+
and Ca2+ channel subunits was measured by reverse transcrip-
tion polymerase chain reaction (RT-PCR). RNAwas extracted
from the cardiomyocytes using TRIzol reagent (Invitrogen),
followed by chloroform extraction and isopropanol precipita-
tion. The quantity of RNAwas determined spectrophotomet-
rically (Nanodrop, Bio-Rad).
cDNA synthesis was carried out using 1 μg of RNA and
QuantiTect reverse transcription kit (Qiagen), in accordance
with the manufacturer’s instructions.
Quantitative PCR was performed in 96-well plates in a
25 μl final volume that contained 2 μl of cDNA, 12.5 μl
of Premix Ex Taq (TAKARA), and 0.2 μl of each forward
and reverse primer and 0.35 μl of Probe (TIB Molbiol),
or 1 μl of each forward primer, reverse primer and, Probe
premix (Applied Biosystems) The amplification program
was 95 °C for 30 s followed by 45 cycles of 95 °C for 5 s,
56 °C for 20 s, and 72 °C for 15 s for TIB Molbiol primers, or
50 °C for 2 min, 95 °C for 10 min followed by 40 cycles of
95 °C for 15 s, and 60 °C for 1 min for Applied Biosystems
primers. Each cDNA was amplified in triplicate and a
corresponding sample without reverse transcriptase (no-RT
sample) was included as negative control.
Primers and Taqman probes for calcium channels were
(TIB Molbiol):
Cav1.2 sense 5′-AGCAACTTCCCTCAGACGTTTG-3′,
Cav1.2 antisense 5′-GCTTCTCATGGGACGGTGAT-3′, and
Cav1.2 probe 5′- 6FAM-CAACAAGACAGGGAACA
ACCAAGCGG-BBQ-3′; Cav3.2 sense 5′-CTACGTCGCAT
TGTAGACAGCAAG-3′, Cav3.2 antisense 5′-TGGTGA
ACACGATGTTGCTTATCTC-3′, and Cav3.2 probe 5′-
6FAM-CATGGCAGCCATCCTCGTCAATACTC-BBQ-3′.
Simultaneously, 18 s ribosomal RNA was amplified in a
single PCR reaction to normalize the mRNA data. For 18 s
rRNA the following primers were used: 18 s rRNA sense 5′-
CGCAAATTACCCACTCCCGACCC-3′, 18 s rRNA anti-
sense 5′- GGCTACCACATCCAAGGAAG-3′, and 18 s
rRNA probe 5′-Tex-CAATTACAGGGCCTCGAAAGA-
BBQ-3′.
Primers and Taqman probes for potassium channels were
provided by Applied Biosystems as preoptimized kits: Kv4.2 #
Rn00581941, Kv4.3 # Rn00709608, KChIP2 # Rn04224181,
Kir2.1 #Rn 00568808, and 18 s rRNA (as internal control)
#4310893E.
The expression of the chosen genes was normalized to that
of 18 s rRNA using the comparative CT method (ΔΔCT) and
expressed relative to control.
Western blot
Cardiomyocytes were homogenized in a buffer containing
320 mM sucrose and 50 mM Tris and IGEPAL 1 % as
previously described [15, 45]. The buffer was supplemented
with phosphatases and proteases inhibition cocktails (Sigma
Aldrich). Then they were centrifuged at 13,000×g for 15 min



























































































































Fig. 1 Expression levels of the
transcripts encoding the K+ and
the Ca2+ α-channels subunits that
underlie rat ventricular action
potential repolarization. Channel
subunits were measured in
individual LV cardiomyocytes
samples from control (n =6) and
leptin-treated myocytes for 48 h
(n =6). The mean±SEM relative
expression levels of Kv4.2,
Kv4.3, and KChIP2 channel
subunit transcripts were
significantly higher in leptin
treated than in untreated
ventricular myocytes. * P <0.05,
**P<0.01 vs. control
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The extracted proteins were separated on SDS-PAGE gels
and transferred to polyvinylidene difluoride membranes.
The membranes were blocked with 5 % milk and incubat-
ed overnight with primary antibodies: Phospho-AKT
(Thr308) and AKT (Cell Signaling), Kv4.2 (Millipore),
Kv4.3 (Alomone Labs), the voltage-gated K+ channel-
interacting proteins 2 (KChIP2; Affinity Bioreagents), and
GAPDH (Ambion). After incubation with the primary an-
tibodies, blots were incubated with peroxidase-linked sec-
ondary antibodies (1:15,000) for 60 min at room tempera-
ture. Immunoreactive bands were detected using the
Amersham™ ECL™ protein detection system. The inten-
sity of bands was measured with a CCD high-resolution
detection system (Chemi Doc; Bio-Rad) coupled with a
Bio-Rad personal computer analysis software (Quantity
One) or with an Oddysey Fc. detection system (Li-cor).
Statistical analysis
Data are presented as mean±SEM. Statistical comparisons
were made using unpaired Student’s t -test or one-way
ANOVA followed by Bonferroni post-test for multiple com-
parison. P <0.05 was considered statistically significant.
Results
Leptin induces transcriptional upregulation of Kv4.2, Kv4.3,
and KChIP2 subunits but does not affect Kir2.1, Cav1.2,
and Cav1.3 level expression
In the first group of experiments, we have investigated the
effects of 48 h exposure of adult myocytes to 100 ng/mL
leptin on the expression levels of transcripts encoding ion
channel subunits involved in rat ventricular repolarization.
We find higher expression of the subunits encoding
I tof channels, Kv4.2, Kv4.3, and Kv channel-interacting
protein2 (KChIP2), an auxiliary protein that regulates
the expression and/or the properties of ventricular
I tof channels (Fig. 1A). In addition, we observed no
significant changes in the mRNA levels of Kir2.1, in-






























































Fig. 2 Leptin induces
upregulation of Kv4.2, Kv4.3,
and KChIP2 channels subunits.
Leptin 100 ng/mL upregulated
Kv4.2 (A), Kv4.3 (B), and
KChIP2 (C) protein expression.
Results are mean±SEM from six
to eight independent experiments.
* P<0.05, ** P <0.01 vs. control
myocytes treated for 48 h with
vehicle
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L-type Ca2+ channels or Cav1.3, T-type Ca2+ channels
(Fig. 1C).
Leptin induces upregulation of Kv4.2, Kv4.3, and KChIP2
protein expression
Since leptin upregulates mRNA levels of Kv4.2, Kv4.3 and
KChIP2 channel subunits in ventricular myocytes, the next
step was to examine the effect of leptin on the protein expres-
sion of these subunits. Figure 2A and B shows that 100 ng/mL
leptin was also able to increase Kv4.2 and Kv4.3 protein
expression in ventricular myocytes. In addition, Fig. 2C shows
that KChIP2 was also increased by the long-term leptin
cardiomyocyte treatment.
Leptin increases I tof amplitudes and densities and reduces
APD without modifying their activation or inactivation
properties
The higher expression of Kv4.2/Kv4.3 and KChIP2 channel
subunits obtained in cardiomyocytes treated with leptin sug-
gests that the amplitude and densities of the fast transient
outward current (I tof) should be increased. Figure 3A shows
representative recordings of I tof from two isolated voltage-
clamped cardiomyocytes. Depolarizing steps from −10 to +
60 mV from a holding potential of −80 mV, evoked outward
currents which were higher in the leptin-treated cardiomyocyte
compared with the untreated cardiomyocyte. Figure 3B illus-
trates the current–voltage relations from control myocytes and
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Fig. 3 Leptin increases fast transient outward potassium current ampli-
tude and density in ventricular myocytes and reduces action potential
(AP) duration (APD) without modifying the voltage dependence of I tof
activation and inactivation. A I tof traces obtained from −10 mV to +
60 mV in one control cardiomyocyte (left panel) and in one myocyte
treated 48 h with leptin 100 ng/mL (right panel). B–C I–V relationships
for I tof amplitudes (B) or I tof densities (C) measured in control myocytes
treated for 48 h with vehicle (open circles ; n =22) and inmyocytes treated
with leptin 100 ng/mL for 48 h (solid circles; n =23). Leptin induced an
increase in I tof amplitude and density. D Representative superimposed
traces of APs recorded in one control myocyte (open square) and in one
myocyte treated 48 h with leptin (close square). E Mean APD values
measured at 20 %, 50%, and 90% of repolarization (APD20, APD50, and
APD90, respectively) in eight control ventricular myocytes (open bars)
and eight ventricular myocytes treated with leptin (filled bar). F Activa-
tion curves obtained in seven control ventricular myocytes (open circles)
and in eight ventricular myocytes treated with leptin 100 ng/mL for 48 h
(closed circles). G Inactivation curves obtained in six control ventricular
myocytes (open circles) and in seven ventricular myocytes treated with
leptin 100 ng/mL for 48 h (closed circles). Results are mean±SEM.
* P <0.05, ** P<0.01, ***P<0.001 vs. control myocytes
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myocytes treated with leptin. The voltage dependence was
similar in both groups, but I tof amplitude was significantly
higher in cells treated with leptin from 0 to +60 mV.
Figure 3C shows current density–voltage relations from
control myocytes and myocytes treated with leptin. In
this case, the amplitude of I tof was normalized by the
membrane capacitance to obtain the current density.
The voltage dependence was similar in both groups,
but I tof density was significantly higher in cells treated
with leptin from +20 to +60 mV which is consistent
with the higher expression of Kv4.2/Kv4.3 and KChIP2
subunits obtained in cardiomyocytes treated with leptin.
Figure 3D illustrates representative superimposed traces
of APs recorded in one control (open square) and in
one myocyte treated with leptin (closed square). The
APD was shorter in the ventricular myocyte treated
with leptin. Figure 3E shows mean APD values mea-
sured at 20 %, 50 %, and 90 % of repolarization
(APD20, APD50, and APD90, respectively) in control
and leptin-treated myocytes. The treatment with leptin
induced a significant reduction of APD20 (5.3±0.3 ms,
n =8 in control and 3.8±0.3 ms, n =8 in leptin-treated
myocytes; >P <0.01).
Since the leptin-induced increase in I tof could result
from modification of channel properties, the voltage
dependence of activation, and inactivation of I tof were
measured. Figure 3F shows the normalized conductance
(G /Gmax) vs. membrane potential in control myocytes
and in myocytes treated with 100 ng/mL leptin. I tof was
activated in both groups at voltages positives to −40 mVand
fully activated at +60 mV. Both curves (treated and non-
treated with leptin) showed similar values of half-maximal
activation voltage (V50, -35.3±1.6 vs. -33.4±1.7 mV in
the leptin-treated group) and slope (k , -5.7±0.7 vs. -5.0±
0.2 mV in the leptin-treated group, respectively). Figure 3G
shows the voltage dependence of I tof inactivation vs. mem-
brane potential in control myocytes and in myocytes treated
with 100 ng/mL leptin. The voltage dependence of I tof
inactivation in cells treated with leptin for 48 h was similar
to that observed in control cells. The half-maximal inactiva-
tion voltage (V50, -35.3±1.6 vs. -33.4±1.4 mV in the leptin-
treated group) and the slope factor (k , -5.7±0.7 vs. -5.0±
0.2 mV in the leptin-treated group) were also similar in both
groups.
Leptin activates AKT pathway in ventricular myocytes
Previous reports have postulated that the activation of
PI3K pathway is related to the upregulation of K+
channels [57, 58]. Moreover, it has been reported that
leptin is able to activate PI3K in the heart [49] and in
neonatal rat cardiomyocytes [62]. To explore the impli-
cations of this mechanism in the leptin-induced
upregulation of the molecular components of I tof, we
have investigated whether leptin activates AKT, a well-
characterized target of PI3K [31, 48] in cardiomyocytes.
When AKT phosphorylation was analyzed after leptin





































































Fig. 4 Leptin activates AKT pathway in adult cardiomyocytes. A Ven-
tricular myocytes were exposed to leptin 100 ng/mL for 15 min. A
significant activation of AKT was observed after leptin treatment. B
Pretreatment of myocytes with the AKT inhibitor triciribine (1 μM)
completely abolished leptin-induced AKT activation. Results are mean
±SEM from four independent experiments. *P <0.05, ***P <0.001 vs.
control, +++P<0.001 vs. triciribine, and ###P<0.001 vs. leptin
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observed at 15 min (Fig. 4A). Pretreatment of ventricu-
lar myocytes with the AKT inhibitor triciribine [9] completely
abolished leptin-induced AKT activation (Fig. 4B).
Leptin induces upregulation of Kv4.2, Kv4.3, and KChIP2
protein expression through the AKT-pathway
After analyzing AKTactivation following leptin treatment, we
investigated whether the protein expression of the molecular
components of I tof was modulated by AKT.
Figure 5A shows that leptin induced a significant increase
in Kv4.2 protein expression that was prevented by triciribine.
Similar results were obtained for Kv4.3 (Fig. 5B) and KChIP2
(Fig. 5C). Altogether, these results demonstrate that leptin
treatment upregulates protein expression of Kv4.2, Kv4.3,
and KChIP2 through activation of AKT signaling.
Leptin increases I tof amplitude and density through AKT
signaling
To further confirm that AKT activation is involved in the
functional modulation of Kv4.2/Kv4.3 by leptin, I tof at +
40 mV was recorded in cardiomyocytes pretreated with
triciribine and in cardiomyocytes pretreated with triciribine
plus leptin. Figure 6A shows similar I tof traces obtained at
+40 mV in myocytes treated with triciribine (upper panel)
and in myocytes pretreated with triciribine and leptin
(bottom panel). The bar graphs in Fig. 6B and C show
the mean values of I tof amplitude and I tof density at +
40 mV, respectively, obtained in control cells (n =22), in
cells treated with leptin (n =23), in cells only treated with
triciribine (n =7), and in cells treated with triciribine plus
leptin (n =13).
The presence of triciribine prevents the effects induced by
leptin on I tof in ventricular myocytes.
Discussion
The novel finding of this study is that prolonged leptin
treatment upregulates I tof channels through AKT signal-
ing in adult ventricular myocytes. It is well known that
the alteration of K+ channels is a major cause of elec-



























































































































Fig. 5 Leptin induces
upregulation of Kv4.2, Kv4.3 and
KChIP2 protein expression
through AKT-pathway. Treatment
with leptin 100 ng/mL for 48 h
was able to induce a significant
increase of Kv4.2 (A), Kv4.3 (B)
and KChIP2 (C) protein
expression that was prevented by
pretreatment with 1μM triciribine




+P <0.05, ++P <0.01,
+++P<0.001 vs. triciribine and
#P<0.05, ###P<0.001 vs. leptin
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has been widely demonstrated that I tof, which plays an
important role in determining regional heterogeneity of
cardiomyocyte repolarization as well as cardiomyocyte
contractility [47], is downregulated in many models of
left ventricular hypertrophy (LVH) and heart failure (HF)
[7, 10, 18]. In addition to I tof channel remodeling,
downregulation of the inwardly rectifying K+ current
(IK1), which plays an important role in the final repolariza-
tion phase and in maintaining the stability of the ventricular
resting potential, has also been described in LVH and HF
[10, 24]. Studies on L-type Ca2+ (ICaL) current, the main
source of Ca2+ entry in cardiac myocytes that contributes to
the plateau phase of the AP and is critical for the excitation–
contraction process in cardiac myocytes have produced
varying results. Some studies in ventricular myocytes of
failing hearts have shown a decrease [33, 37], and others no
change [26, 32] in ICaL currents densities. In addition,
T-type Ca2+ channels that are present in neonatal ven-
tricular cardiomyocytes and in pacemaker cells are not
detected in adult ventricular myocytes. Nevertheless, T-type
Ca2+ channels can be re-expressed under pathological condi-
tions [21, 28].
The results of the present study show that mRNA
levels and protein expression of Kv4.2/Kv4.3, the α-
subunits largely responsible for the I tof in the rat and
the auxiliary subunit KChIP2 which is determinant in
controlling the cell surface expression of I tof channel
[43, 50] are upregulated in ventricular myocytes treated
with leptin. However, leptin treatment was ineffective in
modulating mRNA expression of other cardiac channel
subunits involved in the repolarization phase of the
ventricular AP including Kir2.1, Cav1.2, or Cav3.1.
Our results show that leptin increases I tof amplitudes
and densities shortening APD, without modifying the
activation or inactivation properties of I tof channels,
reflecting a good correlation between functional and
molecular parameters. Several studies [57, 58], but not
all [59], have postulated that AKT activation induced by
exercise training can upregulate K+ channels and im-
prove the pathological electrical remodeling associated
with LVH and dilated cardiomyopathy. In neurons,
upregulation of Kv4.2 subunit by neurotrophic factors,
such as neuregulin-1 or neuritin, were reported to be
mediated by AKT signaling [60, 61]. In addition, it has
been published that leptin is able to activate AKT
signaling in cultured neonatal ventricular myocytes [49,
62]. In the present study, we have shown that leptin
activates AKT pathway in adult ventricular myocytes,
and pharmacological inhibition of this pathway prevented





















































































Fig. 6 AKT signaling inhibition
prevented the increase in I tof
amplitude and density induced by
leptin. A I tof traces obtained at +
40 mV in one cardiomyocyte
treated with 1 μM triciribine and
in one myocyte treated with
triciribine plus leptin. B and C
Bar graphs showing mean values
of I tof amplitude (B) or densities
(C) obtained at +40mVin control
cells (n =22), in cells treated with
leptin (n =23), in cells only
treated with triciribine (n =7), and
in cells treated with triciribine
plus leptin (n =13). In the
presence of 1 μM triciribine,
leptin was unable to modify I tof
density and amplitude. Results are
means±SEM
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known that when Akt is activated, it dissociates from
the membrane and translocate to the cytosol and nucle-
us, where it activates downstream signaling pathways.
These pathways can mediate Akt long-term effects in
protein expression. Then, Akt signaling is terminated by
dephosphorylation of Thr308 and Ser473 through the
action of protein phosphatase 2 (PP2) and PH domain
leucinerich repeat phosphatase (PHLPP) [4, 11]. This
regulatory mechanism may explain why the activation
of Akt after 15 min of leptin treatment can be enough
to mediate long-term effects in our study. Moreover,
AKT signaling is involved in the regulation of protein
synthesis and cytoprotection of cardiac myocytes [30].
Studies in transgenic mice have confirmed that AKT
activation is essential for both cell growth and physiological
hypertrophy [29, 48]. Our study demonstrates that the
upregulation of Kv4.2 and Kv4.3 α-subunits protein
expression induced by leptin is paralleled by upregulation
in mRNA expression. Substrates of AKT include glycogen
synthase kinase (GSK3β) and forkhead transcription factors
(Foxo1 and Foxo3a) [53]. It has been reported that Foxo
family regulates the promoter activity of several K+ channels
[39]. GSK3β also modulates the activity of several transcrip-
tion factors including nuclear factors of activated T-cells
(NFAT) promoting their nuclear export [16] which could
contribute to the transcriptional regulation of K+ channels
expression [19]. Further studies will be necessary to explore
these hypotheses.
In rodents, I tof has a major contribution to phase 1 of
ventricular repolarization and APD. In humans, direct contri-
bution of I tof to ventricular APD is limited, although changes
in I tof amplitude can alter the amplitude of the plateau phase
and thereby indirectly change the kinetics of other transmem-
brane currents, including ICaL [6]. Therefore, changes in I tof
channel expression could modulate excitation–contraction
coupling in myocardial cells [47]. We propose that the
upregulation of I tof channels induced by leptin could reduce
APD, decreasing the duration of Ca2+ influx and attenuating
cardiomyocyte contractility; however, the consequences of the
effect of leptin on I tof channels on cardiomyocytes from
pathologic heart could be different. Plasma leptin levels
(5–15 ng/mL in lean subjects) are significantly elevated in
human obesity (15–500 ng/mL) [38, 43]. However, in obese
individuals, leptin usually loses the ability to inhibit energy
intake and increase energy expenditure, a phenomenon,
referred to as leptin resistance [14]. Nevertheless, there
is experimental evidence that leptin resistance would be
tissue-dependent and cardiac tissue could be able to
preserve full responsiveness to leptin [20, 51]. On the
other hand, it is well known that obesity is often asso-
ciated with pathologies such as diabetes and/or hyper-
tension, providing a status of complicated obesity [5].
This status is characterized by adverse effects on the
heart that include pathological cardiac hypertrophy and
downregulation of K+ currents [12, 25, 27]. In this
scenario, the mechanism of leptin-induced upregulation
of I tof channels that we have shown in our experimental
study might have a beneficial effect by compensating
the reduced K+ repolarizing reserve that occurs in path-
ological hypertrophy associated with hypertension and/
or diabetes. Therefore, leptin could protect the pathologic
heart from an excessive prolongation of APD, reducing the
increased risk of arrhythmias and sudden death in patients
with complicated obesity. The possibility that leptin, through
this mechanism, could participate in the more favorable clin-
ical outcomes (obesity paradox) [22] seen in obese patients
with congestive HF [36] or coronary heart disease [44], com-
pared with normal weight patients, remains as an interesting
question to be answered.
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